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O <54) Title: VARIABLE FRAGMENTS OF SINGLE-CHAIN CAMELIDE ANTIBODIES AND USES THEREOF FOR DIAG- 
NOSING AND TREATING VARIOUS PATHOLOGIES 



(54) Titre : FRAGMENTS VARIABLES D* ANTTCORPS DE C AMBLIDES A CHAINE UNIQUE ET LEURS APPLICATIONS 
POUR LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT DE PATHOLOGIES DlVERSFi5. 



O (57) Abstract: The invention concerns variable fragments of single-chain camelide antibodies and uses thereof for diagnosing and 
treating varioas pathologies associated with molecules identified by said antibodies. 



(57) Abrege : Fragments variables d' an ti corps de camel ides a chaJne unique ainsi que leurs applications pour le traitement ou le 
diagnostic des pathologies associees aux molecules reconnues par ces anlicorps. 
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FRAGMENTS VARIABLES D'ANTICORPS DE CAMELIDES A CHAINE 
UNIQUE ET LEURS APPLICATIONS POUR LE DIAGNOSTIC ET LE 
TRAITEMENT DE PATHOLOGIES DIVERSES 
La pr6sente invention est relative a des fragments variables d'anti- 
corps de cannelid6s a chaine unique ainsi qu'a leurs applications pour le traitement ou 
le diagnostic des pathologies associees aux molecules reconnues par ces anticorps. 

De mani^re plus precise, la presente invention est relative a : 

- des fragments variables d'anticorps de camelides a chaine unique 
diriges contre des agents pathogenes, qui ne secretent pas de toxines et plus 
particulierement a des fragments variables d'anticorps de camelides a chaine unique 
diriges contre au moins une molecule d'adh&ion et notamment la phosphorylcholine 
(VHH-anti-phosphorylcholine) associee aux surfaces des agents pathogenes 
retrouvees dans les infections mucosales ainsi qu'a leurs applications dans le 
diagnostic et Je traitement des maladies infectieuses correspondantes ; 

- des fragments variables d'anticorps de camelides a chaine unique 
diriges contre le peptide P-amyloide 1-42 (Ap42) (VHH-AP42), ainsi qu'a leurs appli- 
cations pour le diagnostic et le traitement de pathologies non infectieuses comprenant 
le depot, dans un ou plusieurs organes ou tissus, de substances amyloides (produits 
derives de constituants cellulaires comme des produits derives de proteines 
insolubles), et plus particulierement pour le diagnostic et Ic traitement des maladies 
neuroagregalives comme la maladie d'Alzheimer. 

Au sens de la presente invention, on entend par : 

- maladies infectieuses, des maladies induites par des agents 
pathogenes (virus ou bacteries), a I'exclusion des bacteries productrices de toxines ; 
de maniere plus precise, il s'agit d'infections mucosales, dans lesquelles on observe 
Fexpression, k la surface des bacteries induisant lesdites infections, d*au moins une 
moldcule d'adh^sion et notamment de phosphorylcholine. 

- maladies non-infectieuses dans lesquelles on observe un d6p6t de 
substances amyloides insoluble, notamment les maladies suivantes : des maladies 
chroniques inflammatoires, le myelome multiple, la macroglobulinemie, la poly- 
neuropathie amyloTde familiale, la cardiomyopathie familiale, Tamylose senile 
systemique, la polynephropathie amyloide familiale, Famylose familiale, le syndrome 
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de Gerstmann-Straussler-Scheinker, la nephropathie amylolde familiale avec urticaire 
et surdity (syndrome de Muckle- Wells), le carcinome mddullaire de la thyroTde, le 
depot amyloide isole des auricules, Tamylose associee a rhemodialyse (HAA) et les 
maladies neuroagrdgatives ou neurod6g6n6ratives associ6es a la presence de depots 
5 amyloTdes (maladie d' Alzheimer, maladie de Parkinson, etc. . 

La maladie d'Alzheimer est un desordre neurodegendratif ou 
neuroagregatif qui affecte 1 a 6 % de la population agee de plus de 65 ans. L'une de 
ses caracteristiques est la presence de plaques seniles qui contiennent du p-araylo!de, 
produit toxique derivd de la proteine PAPP (P Amyloid Precursor Protein), constitue 
10 de peptides de 39 a 42 acides amines (peptides Ap), engendres par le clivage de la 
PAPP par des secretases. Les mecanismes responsables de la toxicite du p-amylojde 
ne son! pas connus et la relation entre le p-amyloide et la pathologic n'est pas 61ucidee. 

Jusqu'a maintenant, il n'existe pas de traitement de la maladie 
d'Alzheimer mais Timmunothdrapie k base d'anticorps semble etre une voie extr€- 

!5 mement prometteuse. En effet, dans un modele murin de la maladie d'Alzheimer 
(souris transgeniques pour la prot6ine PAPP), il a ete montre que Timmunisation par 
le peptide p-amyloide 1-42 (peptide Ap42) empeche le ddpot cerebral de P-amyloide 
Chez les jeunes souris, elimine les dep6ts de p-amyloYde chez les souris agees et 
surtout prdvient les pertes de memoire chez ces souris (Schenk et al., Archives of 

20 Neurology, 2000, 57 : 934-936 ; Weiner et al.. Annals of Neurology, 2000, 48): 567- 
579 ; Janus et ah. Nature, 2000, 408 : 979-982 ; Morgan et al., Nature, 2000, 408: 
982-9857; Bard, F., et al, Nature Medicine, 2000. 6: 916-9 ; Solomon et al, PMAX, 
1997, 94 : 4109-4112). La Demandc Internationale PCT WO 02/074240 preconise 
egalement Timmunotherapie passive (administration d'anticorps anti-amyloides), dans 

25 la mesure ou les vaccins a base de peptide Ap42 se sont r6vcles inflammatoires. Les 
anticoips prdconisds sont des immunoglobulines classiques, produites par les 
techniques d'ADN recombinant ou par synthase chimique. 

Deux mecanismes non-exclusifs ont ete proposes pour expliqucr 
Taction des anticorps anti-Ap42 : 

30 - un effet direct des anticorps a I'int^rieur du cerveau (Bard et al., 

precite; Solomon et al., DNA <Sc Cell Biology, 2001, 20 : 697-703) ; les anticorps se 
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fixeraient au peptide Ap42 du cerveau d'une maniere qui empeche la conversion de la 
forme soluble du peptide en la forme insoluble trouvee sur les plaques (Solomon et al., 
2001, precite). Cette hypothese est appuyee par les travaux sur l*immunisation contre 
la proteine du prion (Peretz et al.. Nature, 2001, 412: 739-743), 
5 - un effet indirect sur les echanges dynamiqxics du peptide Ap42 

entre le sang et le cerveau (DeMattos, R.B., et al., RKA,S., 2001, 98: 8850-8855) ; les 
anticorps anti-Ap42 ne penetreraient pas dans le cerveau, mais agiraient plutot i la 
peripherie. Le peptide Ap42 semble passer la barridre hdmato-encephalique par 
transport actif et etre en situation d'6quilibre entre le cerveau et le sang. En se fixant 
10 aux peptides Ap42 en solution dans le sang, les anticorps pourraient modifier cet 
equilibre, causant la sequestration du peptide Ap42 dans le sang ou peut-etre son 
extraction du cerveau. 

Toutefois, les anticorps monoclonaux de souris ou leurs fragments 
(scFv) presentent les inconvenients suivants pourune utilisation en therapie humaine : 
^5 - les anticorps monoclonaux de souris qui sont immunogenes chez 

THomme ne peuvent pas etre administres de fagon r6p6t6e, sur une longue periode, et 
- les fragments scFv sont peu solubles et peu stables in vivo. 
Afin de traiter plus efficacement les maladies comprenant le depot 
de substances amyloTdes et notamment les maladies neuroagregatives telles que la 
20 maladie d*Alzheimer, il existe un reel besoin de disposer de nouveaux anticorps mieux 
adaptes aux besoins de la pratique. 

Par ailleurs, certaines maladies infectieuses sont dues k des especes 
bacteriennes qui expriment au moins une molecule d'adhesion et notamment de la 
phosphorylcholine a leur surface et colonisent les muqueuses (pathogfenes primaires, 
25 pathogenes occasionnels ou pathogenes commensales). Les infections mucosales sont 
la premiere 6tape d*infections invasives (bacteriemies et meningites) : Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus pneumoniae. En raison des 
polyresistances aux antibiotiques et de Tabsence de vaccins efficaces. notamment en 
raison de la variabilite de certaines especes {N. meningitidis et S. pneumoniae), il 
30 existe un r6el besoin de traitements altematifs de ces infections, ainsi que d'un 
diagnostic rapide. 
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Les camelides (chameaux, dromadaires, lamas, alpagas, etc. ..) ont la 
particularite de posseder a la fois des immunoglobulines classiques poss6dant deux 
chaines lourdes et deux chalnes legeres et des immunoglobulines denommees 
immunoglobulines i chaine lourde (HCAbs) ou immunoglobulines ^ chaine unique 
5 qui possedent deux chaines lourdes mais pas de chaines legeres (Pour une revue voir 
NGUYEN et ah, Advances in Immunology, 2001, 79: 261-296 et Muyldermans et al., 
Reviews in Molecular Biotechnology, 2001, 74: 277-302). Leur chaine lourde qui 
possede un poids moleculaire compris entre 43 kDa et 47 kDa selon les especes, est 
constituee d'un domaine variable (VHH) d'environ 16 kDa, separe de deux domaines 

10 constants {CH2 et CH3) par une region chamiere. Leur paratope (domaine de liaison a 
Tantigene) est constitue d'un seul domaine variable (VHH). Malgre Tabsence de 
diversite due a la combinatoire entre les domaines variables des chaines lourdes et 
legeres (VH-VL), ces anticorps a chaine unique possedent une grande capacite de 
reconnaissance des antig^nes grace a des CDRs qui possedent un nombre d'acides 

15 amines plus important que les CDRs « classiques ». La preparation d'anticorps a partir 
de camelides immunises par un antigene (toxine bacterienne ou venin) et le criblage, 
par la technique d'exposition sur phage (phage display), de banques de ces domaines 
VHH sont decrits dans la Demande EP 0739 981. 

Les banques fabriquees a partir de ces domaines VHH uniques 

20 contiennent des anticorps fonctionnels qui ont subi une maturation in vivo. Les VHH 
issus de ces banques possedent une affmite et une specificite elevees pour I'antig^ne. 
En outre, ils sont capables de reconnaitre des epitopes peu immunogenes pour les 
anticorps "classiques" et certains d'entre eux sont des inhibiteurs d'enzyme tres 
puissants grace a un mecanisme tr6s original ; le CDR 3 qui est beaucoup plus long 

25 que la moyenne est capable de former une boucle qui va s'inserer dans le site actif de 
I'enzyme. 

Les VHH, s61ectionnes a partir de ces banques, sont bien exprimes, 
tres solubles et tres stables. En outre, du fait de leur petite taille et de Thomologie de 
leurs sequences FR avec celles des immunoglobulines humaines, les VHH sont peu 
30 immunogenes chez THomme. 
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En consequence, les VHH offrent des perspectives incontestables 
pour le diagnostic et le traitemenl de pathologies humaines ou animales, par rapport 
aux anticorps monoclonaux ou aux fragments d'anticorps conventionnels (ScFv). 

En outre, pour .ce qui conceme les infections dans lesquelles on 
5 observe I'expression d'au moins un molecule d*adhesion et notamment de 
phosphorylcholine a la surface des agents pathogenes, Tadministration de tels 
anticorps, notamment par voie topique (intranasal, dans le cas des agents pathogenes 
respiratoires) presentent les avantages supplementaires suivants : 

- efficacite jusqu'a cent fois superieure a celle de Fadministration 

10 parenterale 

- activite immediate 

- traitement cible au site meme de I'infection 

- facility d'administration et bonne tolerance 

- peu ou pas d* interference avec le systeme immunitaire de Thote 

15 - adaptation rapide de la preparation d'anticorps a tout nouveau 

variant antigenique 

- peu de risque de selection de variants resistants. 

En consequence, la presente invention a pour objet Tutilisation 
d'anticorps a chaine unique de camelidds, selectionnes dans le groupe constitue par 

20 des anticorps comprenant des fragments variables d'anticorps de camelid6s k chaine 
unique diriges contre des agents pathogenes ne secretant pas de toxine ou ne contenant 
pas la protease NS3 de THCV et des anticorps comprenant des fragments variables 
d'anticorps de camelides a chaine unique dirig6s contre le peptide p-amyloide 1-42, 
pour la detection de la presence d'un agent pathogene ne secretant pas de toxine ou ne 

25 contenant pas la protease NS3 de I'HCV ou pour la detection d'une maladie compre- 
nant des depots de substances amyloides insolubles. 

Les Inventeurs ont prepare une banque de fragments variables 
d'anticorps de camelides, dirigds contre Ic peptide P-amyloide 1-42 (banque VHH- 
AP42) ; a partir de cette banque, les Inventeurs ont isole des fragments d'anticorps qui 

30 repondent mieux aux besoin de la pratique en ce qu'ils pr&entent les propriet^s 
suivantes : 
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- ils se lient specifiquement au peptide 1-42 du pr^curseur de la 
proteine p-amyloide avec unc affinite dievee, 

- ils possedent un faible poids moleculaire et sont solubles, 

- ils sont tres stables, et 

5 - ils sont peu immunogenes. 

Les fragments variables d'anticorps a chaTne unique anti-Ap42 
reprdsentent des candidats pour une immunotherapie des maladies comprenant le 
depot de substances amyloides dans au moins un organe ou tissu et notamment de la 
maladie d'Alzheimer. En outre, ils sont utiles pour le diagnostic de cette maladie ; par 
10 excmple des VHH marqu6s peuvent etre utilises en imagerie m^dicale. 

En consequence, la presente invention a pour objef une banque 
immune d'ADNc de fragments variables d'anticorps de camelides a chaine unique, 
dirig^s contre le peptide P-amyloidc 1-42 (SEQ ID NO: 1), deposee d la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 
15 Paris Cedex 1 5, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2937. 

La banque immune rfADNc VHH-Ap42 selon Finvention est 
preparee a partir de lymphocytes de cam61id6s immunises par le peptide Ap42, par 
clonage de fragments VHH, commc dterit dans la Demande EP 0739981. 

La presente invention a 6galement pour objet un fragment variable 
20 d'anticorps de camelidfe a chaine unique, dirige contre le peptide p-amyloide 1-42, 
caracterise en ce qu'il est cod6 par un ADNc isole par un procede comprenant au 
moins les etapes suivantes : 

- la culture de la banque d'ADNc de fragments variables dWicorps 
VHH-AP42 telle que d6finie ci-dessus, dans des conditions permettant Texpression 

25 desdits fragments variables, 

- la mise en contact desdits fragments variables avec le peptide P- 
amyloide 1-42 (Ap42), dans des conditions permettant la liaison dudit fragment 
variable d'anticorps avec ledit peptide, et 

- I'isolement de TADNc correspondant aux fragments variables 
30 d'anticorps capables de se lier audit peptide. 
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Les conditions de culture de la banque d'ADNc et d'incubation des 
fragments variables avec le peptide Ap42 sont des conditions classiques connues en 
elles-memes de THonime du metier. 

Conformement a Tinvention, lesdits fragments variables d'anticorps 
5 a chaine unique sont issus de n'impoite quel animal de la famille des camclides, par 
exemple de chameau, dromadaire, lama ou d'alpaga. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit fragment variable 
d^anticorps, il presente une sequence en acides amines selectionn^e dans le groupe 
constitue par les sequences SEQ ID NO: 3, 5, 7 et 9. 

La presente invention a egalement pour objet un anticoips ou un 
fragment d'anticorps, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins un fragment variable 
tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une molecule d'ADNc, 
caracterisee en ce qu'elle est obtenue par le proc6de tel que defini ci-dessus. 
15 Selon un mode de realisation avantageux de ladite molecule 

d'ADNc, elle pr&ente une sequence nucleotidique s61ectionnee dans le groupe cons- 
titue par les sequences SEQ ID NO; 2, 4, 6 et 8. 

La presente invention a egalement pour objet un vecteur recombi- 
nant caract6rise en ce qu'il comprend au moins une molecule d'ADNc telle que definie 
20 ci-dessus. 

De nombreux vecteurs ou Ton pent inserer une molecule d'acide 
nucleique d'interet afin de Tintroduire et de la maintenir dans une cellule bote 
eucaryote ou procaryote, sont connus en eux-memes ; le choix d'un vecteur approprie 
depend de Tutilisation envisagee pour ce vecteur (par exemple replication de la 

25 sequence d'int^rSt, expression de cette sequence, maintien de la sequence sous fonne 
extrachromosomique ou bien integration dans le materiel chromosomique de Phote), 
ainsi que de la nature de la cellule bote. 

De preference, ledit vecteur est un vecteur d'expression procaryote 
ou eucaryote, comprenant au moins une cassette d*expression comprenant I'ADNc 

30 codant les fragments variables d'anticorps (VHH-Ap42) tels que definis ci-dessus, 
place sous le controle transcriptionnel d'un promoteur approprie, notamment un 
promoteur permettant I'expression desdits fragments VHH-Ap42 dans des cellules 
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hotes modifiees. Avantageusement, ledit ADNc est clone dans ledit vecteur, en phase 
avec une sequence Etiquette, eventuellement clivable (epitope, sequence 
polyHistidine...) ; une teJle construction permet de produire ledit fragment VHH-AP42 
sous forme d'une proteine de fusion qui est ensuite purifiee sur une colonne appropri^e 
5 (colonne tfimmunoaffinit^ ou colonne de nickel), ladite sequence etiquette pouvant 
eventuellement etre cliv^e par tout moyen approprie. 

La prisente invention a 6galement pour objet une cellule bote euca- 
ryote ou procaryote, caracterisee en ce qu'elle est modifi^e par une molecule d'acide 
nucleique ou un vecteur tels que definis ci-dessus. 
10 Selon un mode de realisation avantageux de ladite cellule bote modi- 

fiee, elle a et6 d6pos6e a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous 
le numero 1-2933 ; ladite cellule bote exprime le fragment VHH-Ap42 de sequence 
SEQIDN0:3. 

15 Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite cellule bote 

modifiee, elle a ete deposee a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous 
le num6ro 1-2934 ; ladite cellule bote exprime le fragment VHH-AP42 de sequence 
SEQIDN0:5. 

20 Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite cellule bote 

modifiee, elle a ete deposee a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous 
le numero 1-2935 ; ladite cellule bote exprime le fragment VHH-AP42 de sequence 
SEQIDN0:7. 

25 Selon un autre mode de rdalisation avantageux de ladite cellule bote 

modifi6e, elle a €t6 ddpos^e a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 
(CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous 
le numero 1-2936 ; ladite cellule bote exprime le fragment VHH- A(i42 de sequence 
SEQ DD N0:9. 

30 Les molecules d*acide nucl6ique selon Tinvention sont obtenues par 

les methodes classiques, connues en elles-memes, en suivant les protocoles standards 
tels que ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M 
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AUSUBEL,2000r Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). Par example, elles 
peuvent etre obtenues par amplification d*une sequence nuclei que par PGR ou RT- 
PGR ou bien par synthese chimique totale ou parti elle. 

Les techniques de production et de purification de proteines recom- 
5 binantes, les methodes d'immunisation et de production d'anticorps et les techniques 
immunologiques reposant sur la detection de complexes antigene-anticorps (ELISA, 
RIA, Western-Blot) sont connues en elles-memes ; h titre d'exemple on peut citer' 
celles decrites dans Current Protocols in Molecular Biology, precite et dans Current 
protocols in Immunology {John E. Coligan, 2000, Wiley and son Inc, Library of 
10 Congress, USA), 

Du fait de leurs proprietes telles que definies ci-dessus, les frag- 
ments variables d'anticorps (VHH-AP42) selon Pinvention sont utiles pour le 
diagnostic et le traitement des maladies comprenant un depot, dans un ou plusieurs 
organes ou tissus, de substances amyloYdes, et notamment des maladies neuroagrega- 
15 tives comme la maladie d'Alzheimer. 

En consequence la presente invention a pour objet Putilisation d'un 
fragment variable d'anticorps VHH-AP42 ou bien d*un anticorps ou d'un fragment 
d'anticorps derives, tels que definis ci-dessus pour la preparation d'un r^actif de 
diagnostic destine a la detection de maladies comprenant le depot, dans un ou 
20 plusieurs organes ou tissus, de substances amyloides insolubles, et notamment des 
maladies neuroagregatives comme la maladie d*Alzheimer. 

Ladite detection pcut-etre effectuee par toute technique appropriee, 
notamment par des techniques d*imagerie medtcale. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de diagnostic de 
25 maladies comprenant le ddpot, dans un ou plusieurs organes ou tissus, de substances 
amyloides insolubles, et notamment des maladies neuroagregatives comme la maladie 
d'Alzheimer, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins un fragment variable 
d'anticorps VHH-AP42 ou bien un anticorps ou un fragment d'anticorps comprenant 
ledit fragment variable d'anticorps, tels que definis ci-dessus. 
30 La prdsente invention a en outre pour objet une composition 

pharmaceutique, caract6riste en ce qu'elle comprend au moins un fragment variable 
d'anticorps VHH-AP42 ou bien un anticorps ou un fragment d'anticorps comprenant 
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ledit fragment variable d'anticorps, tels que definis ci-dessus, associe a au moins un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention a egalement pour objet I'utilisation des anti- 
corps VHH-AP42 tels que d^finis ci-dessus pour la preparation d'un medicament 
5 destine au traitement des maladies comprenant le depot, dans un ou plusieurs organes 
ou tissus, de substances amyloi'des. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
lesdites maladies sont des maladies neuroagregatives, notamment la maladie 
d'Alzheimer. 

Du fait de leurs proprietes telles que definies ci-dessus, les fragments 
variables d'anticorps (VHH-AP42) selon Tinvention pr^sentent les avantages suivants 
par rapport aux anticorps ou fragments d'anticorps existants : 

- ils sont produits facilement, en grande quantite, a un cout peu 

eleve, 

15 - ils se lient au peptide Ap42 de fa^on specifique et avec une affinite 

elevee, 

- ils possedent une demi-vie importante, 

- ils n*induisent pas de reponse immunitaire du type HAMA (Human 
anti-mouse antibody) et peuvent done etre administres chez un patient humain ou 

20 animal, de fa9on repetee sur une longue duree. 

Par ailleurs, les fragments variables d'anticorps a chaine unique anti- 
molecules d'adhesion et plus particuli^rement anti-phosphorylcholine representent des 
candidats pour une immunoth^rapie des maladies infectieuses telles que definies ci- 
dessus, i.e. dues k des agents pathogenes exprimant a leurs surfaces au moins une 

25 mol6cuIe d'adhesion et notamment la phosphorylcholine ; les maladies concemdes 
sont notamment les maladies infectieuses mucosales des voies respiratoires. 

En consequence, la presente invention a Egalement pour objet un 
fragment variable d'anticorps de camelides a chaine unique, dirigd contre des agents 
pathogenes ne secretant pas de toxines, caracteris6 en ce qu'il est capable de 

30 reconnaitre les agents pathogenes ou des fragments de ceux-ci a 1'interieur ou a 
Textdrieur de cellules eucaryotes ou de tissus ou d'organes de mammiferes et en ce 
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qu'il est code par un ADNc isole par un precede comprenant au moins les etapes 
suivantes : 

- la culture d'une banque d'ADNc de fragments variables d'anticorps 
de cam61ides a chaine unique diriges centre des agents pathogenes, exprimant a leurs 

5 surfaces des molecules d'adhesion de la parol bacterienne, dans des conditions 
permettant I'expression desdits fragments variables, 

- la mise en contact desdits fragments variables d'anticorps avec au 
moins une molecule d'adhesion ou des agents pathogenes exprimant ^ leur surface des 
molecules d'adh6sion, dans des conditions permettant la liaison desdits fragments 

10 variables d'anticorps avec au moins une desdites molecules d'adhesion, et 

- risolement de TADNc correspondant aux fragments variables 
d*anticorps VHH-anti-mol6cule d'adh6sion capables de se Jier a la molecule 
d'adh6sion correspondante. 

La molecule d'adhesion est de preference la phosphorylcholine ; 

15 dans ce cas, la presente invention a egalement pour objct un fragment variable 
d'anticorps de camelides a chaine unique, dirige contre des agents pathogenes, a 
I'exclusion des bact^ries produisant des toxines et a I'exclusion des toxines corres- 
pondantes, caractdrise en ce qu'il est capable de reconnaitre les agents pathogenes ou 
des fragments de ceux-ci a Tinterieur ou a Texterieur de cellules eucaryotes ou de 

20 tissus ou d*organes de mammiferes et en ce qu*il est code par un ADNc iso\6 par un 
precede comprenant au moins les etapes suivantes : 

- la culture d'une banque d*ADNc de fragments variables d'anticorps 
de camelides a chaine unique diriges contre des agents pathogenes, exprimant a leurs 
surfaces de la phosphorylcholine (VHH-anti-phosphorylcholine), dans des conditions 

25 permettant I'expression desdits fragments variables, 

- la mise en contact desdits fragments variables d'anticorps avec de 
la phosphorylcholine ou des agents pathogenes exprimant a leur surface de la 
phosphorylcholine, dans des conditions permettant la liaison desdits fragments 
variables d'anticorps avec la phosphorylcholine, et 

30 - risolement de I'ADNc correspondant aux fragments variables 

d'anticorps VHH-anti-phosphorylcholine, capables de se lier a la phosphorylcholine. 
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On entend, au sens de la presente invention, par anticorps VHH-anti- 
phosphorylcholine : 

- des anticorps diriges contre des agents pathogenes presentant a leur 
surface de la phosphorylcholine, ou diriges contre la phosphorylcholine, 
5 - lesdits anticorps reconnaissant la phosphorylcholine dans 

n'importe quel enviromiement. 

Les conditions de culture de la banque d'ADNc et d'incubation des 
fragments variables avec la phosphorylcholine sont des conditions classiques connues 
en elles-memes de THomme du metier. 
10 Conformement a Tinvention, lesdits fragments variables d'anticorps 

a chaine unique (VHH-anti-moI^cules d'adh&ion ou VHH-anti-phosphorylchoIine) 
sont issus de n*importe quel animal de la famille des camelides, par exemple de 
chameau, dromadaire, lama ou d'alpaga. 

Scion un mode de realisation avantageux dudit fragment variable 
15 d'anticorps (VHH-anti-phosphorylchoHne), il presente une sequence en acides amines 
s61ectionn6e dans le groupe constitue par les sequences SEQ ID NO :29, 31, 33, 35, 
37, 39,41,43, 45,47 et49. 

La banque immune d'ADNc VHH-anti-moIecules d'adh^sion ou 
VHH-anti-phosphorylcholine selon Tinvention est pr6paree a partir de lymphocytes de 
20 camelides immunises soit par des agents pathogenes presentant a leur surface de la 
phosphorylcholine, soit par de la phosphorylcholine eventuellement couplee a une 
proteine porteuse telle que la KLH ou la serum albumine, par clonage de fragments 
VHH, comme decrit dans la Demande Europeenne n** 0 739 981. 

La presente invention a 6galement pour objet un anticorps ou un 
25 fragment d'anticorps, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins un fragment variable 
VHH-anti-molecule d'adhdsion et notamment VHH-anti-phosphorylcholine, tel que 
defmi ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une molecule d'ADNc, 
caract6risee en ce qu'elle est obtenue par le procede tel que defini ci-dessus. 
30 Selon un mode de realisation avantageux de ladite molecule 

d*ADNc, elle presente une sequence nucleotidique selectionnce dans le groupe cons- 
titue par les sequences SEQ ID NO:28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46 et 48. 
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La presente invention a egaJement pour objet un vecteur recombi- 
nant caracterise en ce qu'il comprend au moins une molecule d'ADNc telle que definie 
ci-dessus. 

De nombreux vecteurs ou Ton peut inserer une molecule d'acide 
5 nucldique d'intdret afin de rintroduire et de la maintenir dans une cellule bote euca- 
ryote ou procaryote, sont connus en eux-memes ; le choix d'un vecteur approprie 
depend de I'utilisation envisagee pour ce vecteur (par exemple replication de la 
sequence d'interet, expression de cette sequence, maintien de la sequence sous forme 
extrachromosomique ou bien integration dans le materiel chromosomique de Thote), 
10 ainsi que de la nature de la cellule bote. 

De preference, ledit vecteur est un vecteur d'expression procaryote 
ou eucaryote, comprenant au moins une cassette d'expression comprenant TADNc 
codant les fragments variables d*anticorps (VHH-anti-pbosphorylcholine) tels que 
definis ci-dessus, place sous le controle transcriptionnel d'un promoteur approprid, 
15 notamment un promoteur permettant Texpressioii desdits fragments VHH-anti- 
phosphorylcholine dans des cellules botes modifiees. Avantageusement, ledit ADNc 
est clone dans ledit vecteur, en phase avec une sequence etiquette, eventuellement 
clivable (epitope, sequence polyHistidine...) ; une telle construction permet de 
produire ledit fragment VHH-anti-phosphorylcholine sous forme d'une proteine de 
20 fusion qui est ensuite purifite sur une colonne appropri^e (colonne d'inmiunoaffmit^ 
ou colonne de nickel), ladite sequence etiquette pouvant eventuellement etre clivee par 
tout moyen approprie. 

La presente invention a 6galement pour objet une cellule bote euca- 
ryote ou procaryote, caract6ris6e en ce qu*elle est modifi6e par une molecule d'acide 
25 nucleiquc ou un vecteur tels que definis ci-dessus. 

La presente invention a 6galement pour objet Tutilisation d'lm 
Augment variable d'anticorps VHH dirig^ contre toutes les molecules d'adhesion de la 
paroi bact^rienne, pour la preparation d'un r6actif de diagnostic destine a la detection 
des maladies infectieuses dues a des agents pathog^nes qui expriment au moins une 
30 molecule d'adhesion a leur surface. 

Dans le cas ou la molecule d'adh&ion est la phosphorylcholine, la 
pr&ente invention a pour objet I'utilisation d'un fragment variable d'anticorps VHH- 
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anti-phosphorylcholine ou bien d'un anticorps ou d'un fragment d'anticorps derives, 
tels que definis ci-dessus pour la preparation d'un reactif de diagnostic destine a la 
detection des maladies infectieuses dues a des agents pathogenes qui expriment de la 
phosphorylcholine a leur surface et notamment des maladies infectieuses des voies 
5 respiratoires. 

Ladite detection peut-etre effectu6e par toute technique appropriee, 
notamment par des techniques dMmagerie medicale. 

La presente invention a egalement pour objet un kit de diagnostic 
des maladies infectieuses dues a des agents pathogenes qui expriment de la 
30 phosphorylcholine h leur surface et notamment des maladies infectieuses des voies 
respiratoires, caract6rise en ce qu'il comprend au moins un fragment variable d'anti- 
corps VHH-anti-phosphorylcholine ou bien un anticorps ou un fragment d'anticorps 
comprenant ledit fragment variable d'anticorps, tels que definis ci-dessus. 

La presente invention a en outre pour objet une composition 
15 pharmaceutique comprenant des anticorps de cam61id6s diriges centre des agents 
pathogenes ou leurs fragments, caracterisee en ce quMls ne secretent pas de toxine et 
en ce qu*ils ne sont pas des elements constitutifs de la protease NS3 de HCV. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
pharmaceutique, caracterisde en ce qu'elle comprend au moins un fragment variable 
20 d'anticorps VHH dirige contre toutes les molecules d 'adhesion de la paroi bacteriennc 
selon rinvention. 

Dans le cas ou la molecule d'adhcsion est la phosphorylcholine, la 
presente invention a pour objet xuie composition pharmaceutique, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend au moins un fragment variable d'anticorps VHH-anti-phosphoryl- 
25 choline ou bien un anticorps ou un fragment d'anticorps comprenant ledit fragment 
variable d'anticorps, tels que definis ci-dessus, associe a au moins un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Conftirmement a I'invention ladite composition est avantageusement 
associee a des vehicules pharmaceutiquement acceptables appropries a une 
30 administration intranasals 

La presente . invention a egalement pour objet Tutilisation d'un 
fragment variable d'anticorps VHH dirige contre toutes les molecules d'adhesion de la 
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paroi bacterienne, pour la preparation d'un medicament destind au traitement des 
maladies infectieuses dues a des agents pathogenes qui expriment au moins une 
molecule d'adh&ion a Jeur surface. 

Dans le cas ou la molecule d'adhesion est la phosphoryl choline, la 
5 presente invention a egalement pour objet I'utilisation des anticorps VHH-anti- 
phosphorylcholine tels que definis ci-dessus pour la preparation d*un medicament 
destine au traitement des maladies infectieuses dues a des agents pathogenes qui 
expriment de la phosphorylcholine a leur surface. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, 
10 lesdites maladies sont des maladies infectieuses qui colonisent les muqueuses et plus 
particulierement des maladies infectieuses des voies respiratoires. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la banque de VHH anti-p42 selon I'invention, ainsi 
15 qu'au Tableau I illustrant les sequences de la Demande et aux dessins annexes, dans 
lesquels : 

- la figure 1 illustre la cin6tique en ELISA, des anticorps seriques 
specifiques chez les alpagas immunises avec le peptide Ap42. Les valeurs 
representent la densite.optique a 295 nm des serums dilues au 1/3200, respectivement 

20 aux jours Jo, J35, J77 ct J131 du protocole d'immunisation. 

- la figure 2 illustre la diversite de la banque de fragments variables 
d'anticorps de camelides k chaTne unique, specifiques du peptide Ap42 (VHH anti- 
AP42), analysee sur 6 clones (VHH-03, VHH-05, VHH-07, VHH-25, VHH- 11 et 
VHH-33, respectivement SEQ ID NO : 26, 24. 22, 23, 25 et 27) pris au hasard. 

25 - la figure 3 illustre la sequence en acides amines des VHHs des 

clones VHH ALZ-61, VHH ALZ-L35, VHH ALZ Ll-3, VHH ALZ V31.1 (SEQ ID 
NO: 3, 5, 7 et 9). Les sequences indiquees en gras correspondent respectivement au 
CDR1,CDR2 et CDR3. 

- la figure 4 illustre la liaison des VHHs solubles des clones VHH 
30 ALZ-61, VHH ALZ-L35, VHH ALZ Ll-3, VHH ALZ V31-1 au peptide Ap42, ana- 
lysee par un test ELISA direct. 



wo 2004/044204 



PCT/FR2fl03/003319 



16 

- la figure 5 illustre la formule GPB-synthon utilisee pour le criblage 
des banques : PC liee a N-ac6tyl glucasamine (GalNac) couplee a la biotine via un 
pont disulfure. 

- la figure 6 iJlustre les sequences nucleotidiques des VHH anti- 
5 phosphorylcholine selectionnes. 

Tableau 1: Sequences de la Demande 



iTuiiieru u luenuiicaiion 


Sequence 


OCl^ ILI INU. J 


peptide Ap42 


bh{2 ID NO: 2 


ADNc VHH-61 


btQ ID NO: 3 


peptide VHH-6 1 


ShQ JD NO: 4 


ADNc VHH-L35 


i>EQ ID NO: 5 


peptide VHH-L35 


SEQ ID NO: 6 


ADNc VHH-Ll-3 


oEQ ID NO: 7 


peptide VHH-Ll -3 


SEQ ID NO: 8 


ADNc VHH- V3 1-1 


SEQ ID NO: 9 


peptide VHH-V3M 


SEQ ID NO: 10 


amorce VHBACK A6 


SEQ ID NO: 11 


amorce CH2F0RT A4 


SEQ ID NO: 12 


amorce VHBACKA4 


SEQ ID NO: 13 


amorce VHFOR36 


SEQ ID NO: 14 


amorce LH 


SEQ ID NO: 15 


ADNc VHH-07 ~ 


SEQ ID NO: 16 


ADNc VHH-25 


SEQ ID NO: 17 


ADNc VHH-05 


SEQ ID NO: 18 


ADNc VHH- 11 


SEQ ID NO: 19 


ADNc VHH- 17 


SEQ ID NO: 20 


ADNc VHH-03 


SEQ ID NO: 21 


ADNc VHH-43 


SEQ ID NO: 22 


peptide VHH-07 


SEQ ID NO: 23 


peptide VHH-25 


SEQ ID NO: 24 


peptide VHH-05 
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SEQroNO: 25 


peptide VHH-11 


SEQIDNO: 26 


peptide VHH-03 


SEQK)NO:27 


peptide VHH-33 


SEQIDNO:28 


ADNc clone 1 


SEQIDNO:29 


peptide clone 1 


SEQTDNO:30 


ADNc clone 2 


SEQIDN0:31 


peptide clone 2 


SEQ ID NO:32 


ADNc clone 3 


SEQIDNO:33 


peptide clone 3 


SEQ ID NO:34 


ADNc clone 4 


SEQIDNO:35 


peptide clone 4 


SEQ ID NO:36 


ADNc clone 5 


SEQIDNO:37 


peptide clone 5 


SEQ ID NO:38 


ADNc clone 7 


SEQIDNO: 39 


peptide clone 7 


SEQ ID NO:40 


ADNc clone 8 


SEQIDN0:41 


peptide clone 8 


SEQ ID NO:42 


ADNc clone 9 


SEQIDNO:43 


peptide clone 9 


SEQIDNO:44 


ADNc clone 10 


SEQIDNO:45 


peptide clone 10 


SEQIDNO:46 


ADNc clone 1 1 


SEQIDNO:47 


peptide clone 1 1 


SEQIDNO:48 


ADNc clone 12 


SEQIDNO:49 


peptide clone 12 


SEQIDNO:50 


Amorce Ml 3-40 


SEQIDN0:51 


Amorce myc seq 10 
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Exemple 1 : Preparation d*une banque de fragments variables d*anticorps de 

cam^iid^s a chaine unique, sp^ciflques du peptide Ap42 (VHH anti- Ap42) 

1) Immunisation d'aipagas avec le peptide Ap42 

Le peptide Ap42 (SEQ ID NO: 1) est synthetise en phase solide 
5 selon la methode decrite par Merrifield et al. (J. Am. Chem. Soc, J 964, 85 : 2149). 

Un alpaga (Lama pacos) a 6te immunise avec le peptide Ap42 

agr6ge (ce peptide a tendance naturellement k s'agreger et a former des fibres 

amyloTdes) en suivant le protocole suivant : 

Jq: Saignee pre-immune 
10 - Jo: 200 de peptide AP42 en Adjuvant complet de Freund par 

voie sous-cutanee 

- Jio : 200 jig peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

voie sous-cutan6e 

- J21 : 200 ng peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

15 voie sous-cutan6e 
J35 : saignie 2 

- J42 : 200 ^g peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

voie sous-cutan6e 

- J48 : 200 ^g peptide AP42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

20 voie sous-cutan6e 

- J70 : 200 ^g peptide AP42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

voie sous-cutanee 
J77 ' saignee 3 

- J 101 : prelevement des lymphocytes 

25 - J 101 : 200 ^g peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

voie sous-cutan6e 

- Jii5 : 200 \ig peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

voie sous-cutan6e 

- J 129 : 200 fig peptide Ap42 en Adjuvant incomplet de Freund par 

30 voie sous-cutanee 



wo 2004/044204 



PCT/FR2003/0ft3319 



19 

J 131 :saignee4 

La cinetique de la reponse en anticorps seriques specifiques du 
peptide Ap42 est analysee, en ELISA, aux jours Jq, J35, hi et Ji3i,sur des peptides a la 
dilution 1/3200. 

5 Les resultats presentes a la figure 1 montrent un pic d'anticorps a 

J77. 

2) Purification des ARNm et synthase des ADNc 

Les lymphocytes sanguins sont prepares a partir du sang h^parinc 
preleve a Ji3t, par centrifugation en gradient de ficoll. De maniere plus precise, le sang 

10 (120 ml) heparine (25 000 UI d'Mparine) est dilue dans du tampon HBSS (120 ml), 
centrifuge sur un gradient de ficoll, pendant 30 min a 400 g, puis les lymphocytes sont 
recolt6s, laves trois fois dans du tampon HBSS, centrifuges pendant 5 min a 1000 g. 
Les lymphocytes ainsi obtenus (1,7.10* cellules) sont aliquotes (3.10^ cellules par 
tube) puis les ARNm sont extraits a partir de 10^ lymphocytes, ^ Taide du kit 

15 RNAXEL® (Eurobio), en suivant les instructions du fabricant. 

UADNc est synthetise a partir de 5 a 10 |ig d'ARNm dans les condi- 
tions suivantes : 2 ^il de B-mercaptoethanol (IM) et 2 pi de RNAsine 40 U/^1 
(PROMEGA) sont ajout^s a 20 ^1 de la preparation d'ARNm purifie et le melange est 
incube 5 min a temperature ambiante, puis 2 heures a 42 °C, dans un volume de 96 jil 

20 contenant 400 UI de MLV (GIBCO) dans du tampon MLV(GIBCO) 8,33 mM DTT, 
500 pM de chacun des dNTPs et 6 a 30 pmoles d'amorce hexanucl6otidique aleatoire 
(PdN6). 

Les fragments VHH sont amplifies par des reactions de PGR imbri- 
quees (nested PCR) : 
25 - 1^" reaction PCR 

Un produit de 600 pb correspondant au fragment VHH-chamiere- 
CH2 est amplifie a Taide du couple d'amorces : 

- VHBACK A6 :5* GATGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGRGGAGG 3' (SEQ ID NO: 10) 

- CH2F0RT A4 :5* CGCCATCAAGGTACCAGTTGA 3* (SEQ ID NO: 11) 

30 De maniere plus precise, la reaction PCR est realisee dans un 

volume final de 50 pi, en presence de 5 pi d'ADNc, 6 ^ 30 pmoles de chacune des 
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amorces, 25 mM MgC]2 , 200 de chacun des dNTPs et 5 unites de Taq polyme- 
rase Hot start (QIAGEN). 

L'amplification PGR est realisee dans les conditions suivantes : une 
etape initiale de d^naturation k 95°C pendant 15 min est suivie de 40 cycles alternant 
5 une etape de denaturation a 94°C pendant 30 sec, une etape d'hybridation des amorces 
a 52*^0 pendant 30 sec et une etape d'extension a 72°C pendant 30 sec, puis la reaction 
est terminee par une etape finale d'extension a 72 °C pendant 2 min. 

Le produit d'amplification de 600 pb est separe par electrophorese en 
gel d'agarose a 1 % contenant du bromure d'ethidium, dans du tampon TBE (Tris- 
10 Borate-EDTA), ex trait du gel et purifie a Taide du kit Nucleospin Extract 
(MACHEREY/NAGEL). 

- 2^"^ reaction PCR : 

Un produit d^environ 350 pb correspondant au fragment VHH est 
amplifie a partir du produit de 600 pb, a I'aide des couples d'amorces suivants : 
-15 * Couple 1: 

- VHBACKA4 (5/?7): 5' CATGCCATGACTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCCGAKGTSCA 
GCT3'(SEQIDN0: 12) 

et 

- VHFOR36 (NoiJ): 5' GGACTAGTTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCTG 3' (SEQ 
20 ID NO: 13). 

* Couple 2 ; 

- VHBACKA4 (Sfil) 
et 

- LH (Not!) : 5' GG ACT AGT TGC GGC CGC TGG TTG TGG TTT TGG TGT CTT GGG 3' 
25 (SEQ ID NO: 14) 

Le couple 1 amplifie les VHH de tous les isotypes d'immuno- 
globulines a chaine unique alors que le couple 2 est sp^cifique de I'isotype IgG3. 

De manifere plus precise, la reaction PCR est realisee dans un 
volume final dc 50 |il. en pr&ence de 5 du produit de 600 pb, 10 pmoles de 
30 chacune des amorces, 25 mM MgC^, 200 pM de chacun des dNTPs et 5 unites de 
Taq polymerase. 
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L'amplification PCR est realisee dans les conditions suivantes : une 
etape initiale de d^naturation a 95**C pendant 15 rain est suivie de 35 cycles alternant 
une etape de denaturation a 94 °C pendant 30 sec, une etape d 'hybridation des amorces 
a 45^C pendant 30 sec et une etape d 'extension a 72^C pendant 60 sec, puis la reaction 
5 est terminte par une 6tape finale d'extension a 72°C pendant 2 min. 

Le produit d'amplification de 350 pb est s^pare par electrophorese en 
gel d'agarose a 1 % contenant du bromure d'ethidium, dans du tampon TBE (Tris- 
Borate-EDTA), extrait du gel et purifie a Taide du kit Nucleospin Extract 
(MACHEREY/NAGEL). 

10 3) Clonage des ADNc dans le vecteur pHEN 1 

Le phagemide pHENl (Hoogenbaum et al., N.A.R., 1991, 19: 4133- 
4137) est purifie a I'aide du kit Nucleobond AX (MACHEREY/NAGEL), diger6 par 
les enzymes Sfi I et Not I (BIOLABS), en suivant les instruction du fabricant, purifie 
sur gel d'agarose comme decrit ci-dessus, puis trait6 a la phosphatase alcaline (CIP). 

15 Le phagemide pHENl linearise et dephospboryle et le produit d*amplification de 350 
pb prealablement dig6r6 par les enzymes Sfi 1 et Not I, sont ensuite incubes en 
presence de ligase, puis des bact6ries Exoli SURE® sont transformees par electropo- 
ration avec le produit de la ligation. Les bacteries transformees sont etalees sur des 
boites de Petri contenant du milieu 2YT gclose, additionne de 100 fig/ml d'ampicilline 

20 et de 1 % de glucose. Les colonies resistantes (2 x 10^ clones) sont remises en suspen- 
sion dans du milieu 2YT et la banque est conservee a -80^C dans du glycerol. 

La banque ainsi obtenue qui contient des clones incluant un insert 
VHH amplifie avec le couple d'amorces 1 (sous-banque 1) et des clones incluant un 
insert VHH amplifie avec le couple d'amorces 2 (sous-banque 2 specifique de I'isotype 

25 IgG3), est denommee banque inunune VHH ALZ, a 6te deposee a la Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 
Paris Cedex 1 5, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2937. 
4) Contrdle de la diversite de la banque 

UADN plasmidique de 12 colonies resistantes est extrait a Taide du 

30 kit Nucleospin Plasmid (MACHEREY/NAGEL). 
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La presence d'un insert est controlee par restriction enzymatique de 
I'ADN plasmidique, a I'aide deSfiIti Not I (BIOLABS), en suivant les instructions du 
fabricant. 

La diversity de la banque est controlee par amplification de TADN 
5 plasmidique, par PCR a Taide du couple d*amorces VHBACKA4 et VHFOR36 
comme decrit cirdessus puis restriction enzymatique du produit PCR, a Taide de Bst 
NI (BIOLABS), en suivant les instructions du fabricant et separation des produits de 
digestion par electrophorese en gel d'agarose (3 %). Altemativement, la sequence des 
inserts est determinee par sequengage automatique. 
10 Les resultats sont les suivants : 

- 90 % des clones ont un insert (VHH-07, VHH-25, VHH-05, VHH- 
11, VHH-17, VHH-03, VHH-43, VHH-61, VHH-L35, VHH-Ll-3, VHH-V31-1 et 
VHH-33, respectivement SEQ ID NO: 15 a 21, 2, 4, 6 et 8). 

- le profil de restriction par Bst Mmontre une diversitd des inserts. 
15 La figure 2 montre que la banque possede une grande diversite ^tant 

donne que parmi 6 clones pris au hasard, 5 codent pour des VHH dont les CDRs sont 
tous diffdrents entre eux (VHH-05, VHH-07, VHH-25, VHH-1 1 et VHH-33, respecti- 
vement SEQ ID NO: 24, 22, 23, 25 et 27) et 1 code pour un VH tronque sans CDR3 
(VHH-03,SEQIDNO:26). 

20 Exetnple 2 : Criblage de la banque de VHH anti-Ap42 par la technique d*exposi- 
tion sur phage 
1) Mat^riels et methodes 

Les phagemides de la banque de VHH anti-Ap42 sont encapsides 
dans des phages filamenteux (MI3) et les phages sont amplifies et titr6s selon les 

25 techniques ctassiques de Biologic mol^culaire en suivant les protocoles standard tels 
que ceux decrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M 
AUSUBEL,2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA). 3 criblages successifs 
de la banque de VHH anti-Ap42 ont 6x6 realises par la technique d'exposition sur 
phage, en suivant le protocole suivant : 

30 - l^lcriblagc 

4 mi de peptide Ap42 (25 fig/ml) dilue dans du tampon PBS sont 
repartis dans des immunotubes (maxisorpCg), 5 ml, NUNC) puis incubes une nuit a 
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37*^0 ou a 4''C. Apres 5 lavages dans du PBS , 4 ml de tampon PBS contenant 2 % de 
lait ecreme (tampon de saturation) sont ajoutes et incubes 2 h a 3TC. Apres des 
lavages avec du tampon PBS, 10*^ a 10*^ phages dilues dans 4 ml de tampon PBS 
contenant 2 % de lait ecreme sont ajoutes et incubes une heure ^ temperature ambiante 
5 sur une roue, puis une heure k temperature ambiante sans agitation. Apres 10 lavages 
avec du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 20 suivis de 10 lavages avec du 
tampon PBS, 3 ml d'une culture d'E, coli TGI (supE hsdLSthi A(lac-proAB) F' 
[traDi6 proAB^ lacP lacZ DM1 5], STRATAGENE), a la density optique de 0,5, sont 
ajoutes dans les immunotubes et incubes 45 min a 37**C, sous agitation. A la fin de 

10 rincubation, les bacteries sont diluees (dilutions 10*^, 10"^ et 10"^) dans un volume de 
100 pi, etal6es sur des boites de P^tri contenant du milieu 2YTAG gelose (milieu 2YT 
additionn^ de 100 pg/ml d'ampicilline et de I % de glucose) et incubees une nuit a 
37°C. Le reste de la culture (3 ml) est etale sur une grande boite de Petri contenant le 
meme milieu et incube une nuit a 30*'C. 

15 - 2'*'"' et B'*"*^ criblages 

Le lendemain, les bacteries survivantes sont recolt^es dans 5 ml de 
milieu 2YT puis 50 pi sont mis en culture dans 100 ml de milieu 2YTAG et le volume 
restant est congelee a -80°C dans du glycerol. La culture est incubee a 2TC jusqu'a 
Tobtention d*une DOeoo de 0,5 puis 10 ml de la culture sont infectes par 0,5 ml de 

20 phage auxiliaire {helper phage), incubes 130 min a 37"* C sans agitation puis centrifu- 
ges 10 min a 5000 rpm. Le culot est remis en suspension dans 50 ml de milieu 2YT 
additionn6 d'ampicilline (100 pg/ml) et de kanamycine (25 |ig/ml) et la suspension 
obtenue est incubee une nuit a 30°C. Ensuite, 40 ml de cette culture sont centrifuges 
10 min a 8000 rpm et le sumageant additionn^ de 8 ml d'une solution de PEG/NaCl 

25 (20 % PEG 8000, 2,5 M NaCl) est incub6 2 ^ 4 h a 4X puis centrifuge 2 fois i 1 0 min 
a 8000 rpm. Le culot de phage est remis en suspension dans 2 ml de PBS puis les 
phages sont titrds comme decrit ci-dessus et 1 ml de phage est crible sur inumunotube, 
comme decrit pour le 1" criblage, a I'exception que la concentration de peptide d^po- 
see dans les immunotubes est diminu6e et la composition des tampons de saturation et 

30 de lavage des phages non fixes sont modifies comme indique dans le Tableau n ci- 
dessous : 
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Tableau II : Conditions des criblages successirs 



Criblage 


Concentration 
en peptide 


Tampon de satura- 
tion 


Tampon de lavage 


1*^*^ criblage 


25 ^g/ml 


PBS + 2 % de poudre 
de lait ecreme 


PBS + 0,1 %Tween20 


2*''"' criblage 




PBS + 0,5 % gelatine 


PBS + 0,3%Tween20 


3"*"' criblage 


12,5 ng/ml 


PBS + 3 % BSA 


PBS + 0,5% Tween 20 



3) Resultats 

Le rendement de chaque criblage, represente par la proportion de 



phages lies au peptide AP42 est illustr6 par le Tableau IH ci-dessous. 



5 Tableau III : Rendement des criblages 



Criblage 


Nbre total 
de phages 


Nbre de phages 
li^s au peptide 
AP42 


Rapport 


l*'^ criblage 


2x10'^ 


10" 


5x10^ 


2**"** criblage 


3x10*^ 


2x10'" 


6x10-^ 


a*''™ criblaEe 


10^^ 


3,5x10" 


3x10' 



La proportion de phages se liant au peptide Ap42, en ELISA, est 
illustree par le Tableau IV ci-dessous : 



Tableau rV : Proportion de phages se liant au peptide Ap42 en ELISA 



Etat de la banque 


Sous-banqiie 1 


Sous-banque 2 


DO < 0,5 


DO > 0,5 


DO > 0,5 


DO > 0,5 


Avant criblage 


3/8 


0/8 


3/8 


0/8 


Apres 1" criblage 


3/24 


3/24 


5/24 


0/24 


Apres 2""" criblage 


11/32 


2/32 


5/35 


4/32 


Apres 3'*"' criblage 


15/64 


16/64 


27/64 


1/64 



10 



Le Tableau [V indique que la proportion de phages se liant avec une 
bonne affinity au peptide Ap42 augmente au cours des criblages successifs. 
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Exemple 3 : Production de VHH solubles et analyse de la sp^ciflcUe et de Taffi- 
nite des VHH solubles pour le peptide Ap42 
1) Materiels et m^thodes 

a) Production de VHH solubles 

- microculture en plaque ^ 96 puits 

Une colonic de E. coli HB2151 (Carter et al., KA.R., 1991. 19: 
4133-4137) contenant le plasmide pHEN-VHH est mise en culture toute la nuit dans 
un puits dhine microplaque de 96 puits contenant 200 jil de milieu 2YT additionne 
d'ampicilline (100 ng/ml) et de glucose 1% (culture I). 

3 ^il de la culture I sont ensuite transferes dans un puits d'une micro- 
plaque de 96 puits contenant 200 ^il de milieu 2YT additionne d'ampicilline (100 
^ig/ml) et de glucose 0,1% et la culture est incubte pendant 3 heures a '^TC (culture 

n). 

A la fm de cette incubation, 25 \x\ de milieu 2YT contenant de 
riPTG 20 mM (soit 2 mM final) sont ajoutes dans les puits et la culture II est ensuite 
incub^e toute la nuit a 30°C avec agitation. Le lendemain, la culture en plaque est 
centrifugee 10 min a 2500 rpm et le sumagent contenant les VHH solubles est recoU6. 

- culture a moyenne echelle 

Une colonic de E, coll HB2151 (Carter et ah, pr^cite) contenant le 
plasmide pHEN-VHH est mise en culture dans 75 ml de milieu 2YT additionne 
d'ampicilline (100 ng/ral) et de glucose 1% pendant 2 heures puis la culture est 
induite par I'lPTG (2mM final) pendant 4 h a 25 °C et centrifugee pendant 10 min ^ 
4000 rpm. Le culot est ensuite remis en suspension dans 1 ml de tampon 200 mM Tris 
HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA, 17;2 % sucrose (PA^) puis la suspension est incubee 30 
min i 1 h sur de la glace, sous agitation, centrifugee a 13000 rpm; a 4'*C, pendant 5 
min et le sumageant (piriplasme) contenant les VHH solubles est recolte. 

b) Test ELISA (cultures en microplaques) 

Le peptide Ap42, dilue dans du tampon PBS (1 pg/ml -100 
^l/puits), est distribu6 daris les puits d'une microplaque et la plaque est incubee une 
nuit a 37°C. Des plaques recouvertes de BSA (1 pg/mi -100 pl/puits) sont utilis6es 
comme controle. Apres des lavages avec du tampon PBS contenant 0,1 % Tween 20 
(PBS-T), 50 pi du sumageant de culture II obtenu comme decrit ci-dessus, melange a 
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50 ^1 de tampon PBS-T contenant 0,5 % gelatine sont ajoutees dans chaque puits et la 
plaque est incubee pendant 2 heures a 37°C. Apres des lavages dans le mcme tampon 
que precedemment, I'anticorps murin anti-c myc 9E10 (reference sc-40, SANTA 
CRUZ BIOTECHNOLOGY) dilue dans du tampon PBS-T (1 ^g/ml - 100 nl par 
5 puits) est ajout6 dans les puits et la plaque est incub6e pendant 1 heure a ST^'C. Apres 
des lavages dans le meme tampon que precedemment, un anticoips anti-immuno- 
globulines de souris couple a la peroxydase diluee dans du tampon PBS-T (1 fig/ml - 
100 \xl par puits ) est ajoute dans les puits et la plaque est incubee pendant 1 heure a 
37°C. La reaction est revelee par addition d'O-ph^nylenediamine (0,2 % dans du 

10 tampon citrate 0.1 M, pH 5.2 contenant 0.03 % H2O2-IOO pi /puits) et incubation des 
plaques a temperature ambiante, a i'obscurite. La reaction est ensuite stoppee par 
addition d'HCI 3 M (50 pi /puits) et Tabsorbance a 492 nm est mesuree a I'aide d'un 
lecteur automatique. Les valeurs significatives correspondent a un rapport DO 
(A p42)/DO (BS A) superieur a 5. 

15 c) Test ELISA en competition 

Des quantites variables du peptide A342 dans du tampon PBS sont 
incubes avec une concentration fixe de sumageant de culture contenant le VHH, 
pendant 2 heures a temperature ambiante. Le melange reactionnel est ensuite transf6r6 
dans les puits d'une microplaque recouverte de peptide Ap42, dans les conditions 

20 telles que d6crites ci-dessus puis la plaque est incubee pendant 30 min a temperature 
ambiante et lavee avec du tampon PBS-T et les VHHs libres (VHHs non lies au 
peptide Ap42), presents dans le melange reactionnel sont dosds en ELISA, selon le 
protocole tel que decrit ci-dessus. Pour chaque concentration , le poiurcentage 
d*inhibition correspond a la valeur L - L x 100 ou lo et Icsont les absorbances a 492 

25 lo 

nm obtenues respectivement, en Tabsence et en presence du peptide Ap42 dans le 

milieu reactionnel 

2) R^sultats 

Des VHHs solubles ont ete prepares selon le protocole tel que decrit 
30 ci-dessus, a partir de 4 clones positifs en ELISA, a savoir : 

- VHH ALZ 61 : £. coli HB2151 transformee par le plasmide 
pHEN-1 qui possede la sequence nucleotidique VH-61 (SEQ ID NO: 2) inseree entre 
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les sites ^ / et Not I (pHEN-l/VHH-6I), ddposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 me du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
1 5, le.20 septembre 2002, sous le numero 1-2933. 

- VHH ALZ L35 : £. coli HB2151 transformee par le plasmide 
5 pHEN-1 qui possfede la sequence nucleotidique VHH-L35 (SEQ ID NO: 4) inserde 

entre les sites Sfiiti Not J (pHEN-1 A^H-L35), deposde a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
1 5, le 20 septembre 2002, sous le nura6ro 1-2934. 

- VHH ALZ Ll-3 : E, coli HB2151 transformee par le plasmide 
10 pHEN-1 qui possede la sequence nucleotidique VH-Ll-3 {SEQ ID NO: 6) inseree 

entre les sites ^ 7 et Not I (pHEN-1 Aa^H-Ll-3), depos6e a la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 
15, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2935. 

- VHH ALZ y31-l : E. coli HB2151 transformee par le plasmide 
15 pHEN-1 qui possede la sequence nucl6otidique VHH- V3 1-1 (SEQ ID NO: 8) inseree 

entre les sites 5/? / et Not I (pHEN-lAaiH-V3M), deposee a la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris 
Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2936. 

La sequence en acides amines des VHH de ces clones (SEQ ID NO: 
20 3, 5, 7 et 9) est illustree par la figure 3. 

La sp6cificite et raffmite du VHH produit par ces clones pour le 
peptide AP42 ont ete analysees, respectivement en ELISA direct et par un test ELISA 
en competition. Les resultats sont les suivants : 

- les clones produisent un VHH qui se lie specifiquement au peptide 
25 AP42 (figure 4), et 

- les clones produisent un VHH qui presentent une affinite elevee 
pour le peptide Ap2 : une inhibition de respectivement 56 % et 42 % pour le VHH- 
L35 et VHH-Ll-3 est obscivde pour une concentration de 3. 1 0'^M de peptide Ap42. 

De maniere plus precise, Taffmite des VHH L35 et Ll-3 sont 
30 respectivement de 3 . 1 0"^M et 6. 1 0' V. 

Des Etudes compl^mentaires mettant en ceuvre des peptides chevau- 
chant correspondant a des fragments du peptide Ap42 ont montre que le VHH V31-1 
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reagit avec la partie carboxy terminale avec une affinity d'environ lO'^M et reconnait 
bien par ELISA la fomne fibrillaire de Ap42. mai's pas la forme Ap40. En immuno- 
histochimie, sur des coupes de cerveau de patients atteints de maladie d' Alzheimer, un 
marquage intraneuronal sous forme de depots granulaires est observe avec le VHH 
5 V3L 

Exemple 4 : Production de VHH solubles et analyse de la sp6cificite et de 
I'affinite des VHH solubles pour les bacteries exprimant a leur surface de la 
phosphorylcholine 

1) Immunisation d'alpagas avec du Streptococcus pneumoniae dSnatur^ par la chaleur 
10 ou avec de la phosphorylcholine couplee a de Talbumine d*alpaga (ASA-PC). 

Deux alpagas ont ete immunises respectivement avec deux 
antigfenes, naturel {S. pneumoniae denatures par la chaleur) ou synthetique pour 
obtenir des anticorps monoclonaux anti-PC. Un mime de I'antigene de S. pneumoniae 
comprenant 4 la fois la PC et une partie de son support naturel a ete synthetise, c*est-a- 

15 dire la N-Acetyl-D-galactosamine liee en position 6 {6-0-PC-B-D-GalNAc). Ce 
synthon a ete couple a de Talbumine d'alpaga. Apres 5 immunisations, le serum des 
alpagas contient des anticorps anti-PC. La specificite des serums pour la phosphoryl- 
choline a ete caracterisee en mesurant la concentration inhibitrice 50 % (IC50) des 
serums vis-a-vis du polysaccharide C, qui correspond a de la PC couplee a des acides 

20 teichoYques. Les IC50 sont respectivement de 5 ng/ml pour Talpaga immunise avec le 
compost synthetique et de 0,5 ng/ml pour Talpaga immunise avec les S. pneumoniae 
denatures par la chaleur. 

Le protocole utilise est du meme type que celui decrit a Texemple 1. 
Pour ce qui conceme plus precisement Tobtention de I'antigene a base de S. 

IS pneumoniae, 1 ,5. 1 0* bacteries/ml sont chauffees toute ime nuit a 
2) Purification des ARNm et synthese des ADNc 

Les lymphcoytes sanguins sont prepares, a partir du sang heparine 
prelev6 a J,3i, par centrifugation en gradient de Ficoll, sensiblement dans les m§mes 
conditions que celles expos6es a Texemple I . De maniere plus precise, 300 ml de sang 

30 d*alpagas immunises dans les conditions precisees ci-dessus, a savoir Tun avec ASA- 
PC (PC couplee a de Talbumine d'alpaga) et Pautre avec du Streptococcus 
pneumoniae, denature par la chaleur est collecte, en presence de 5ml d*anticoagulant 
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(Heparine). Ce sang est ensuite d.lue au 1/2 dans du HBSS, puis reparti dans des tubes 
(environ 25 ml par tube) et avec de I'Histopaque (environ 15 ml par tube) (Histopaque 
1077, Sigma) pour creer un gradient de densite. Les echantillons sont centri&g6s 30 
minutes a 400 g. Les cellules mononucl^ees qui ferment un anneau i I'interface 
5 plasma-Histopaque sont recup6r6esetlav6es 3 fois dans du HBSS. 

Les lymphocytes ainsi obtenus (10» cellules) sont aliquot^s puis les 
ARN sont isoles a partir de 10^ cellules. Le culot de cellules est repris dans 500 jil de 
RNAXEL (Eurobio) et 100 fil de chloroforme. 0,4 g de billes (212-300 microns) sont 
ensuite ajoutes pour permettre le broyage des cellules par I'appareil FastPrcp 
10 (Q.BIOgene, Dlkirch, France) pendant 2 fois 30 secondes 4 Vitesse maximale. L» 
phase sup6rieure est recup6r6e puis traitee au TRJzol (Invitrogen, San Diego, CA). 
Apres lavage au chloroforme, precipitation a I'isopropanol et lavage a I'6tbanol, le 
culot est repris dans 100 ^1 d'eau trait6e au DEPC (0.01 %) puis precipite par du 
chlorure de lithium de concentration finale 2 molaire. Cette ultime etape assure la 
5 purete de I'ichantillon d'ARN. Les aliquotes sont ensuite conserves a - SO'-C. 

L'ADNc est synthetis6 d partir de 1,5 d'ARN dans les conditions 
suivantes : 2 nl de fl-mercaptoethanol (IM) et 2 nl de RNAsine 40 U/^l (PROMEGA) 
sont ajoutes a 20 nl de la prepaiBtion d'ARNm purifie et le melange est incube 5 min a 
temperature ambiante, puis 2 heures a 42 °C, dans un volume de 96 ^l contenant 400 
) UI de de reverse transcriptase MLV superscript H (Invitrogen, San Diego. CA) dans 
du tampon MLV(GIBCO). 8,33 mM DTT. 500 tM de chacun des dNTPs et 6 a 30 
pmoles d'amorce hexanucldotidique aleatoire (PdN6). On obtient alois les ADN 
complementaires (ADNc) de ces ARN. 

L'ADN ainsi synthetis^ sert de matrice pour des reactions de PGR 
pour I'amplification des gfenes codant pour Vh-Ch2. Selon qu'il s'agit d'un anticorps 
conventionnel ou d^un anticorps a domaine variable unique, I'amplifiat a un poids 
moleculaire different. En effet, la pr6sence de la region ChI et la longueur de la region 
chamicre determinent la taille de I'ADN amplifie. Ainsi. I'araplifiat correspondant a un 
anticorps conventionnel OgGl) est de I'ordre de 900 pb, celui coirespondant k une IgG 
de type 2 (anticorps a domaine unique) est d'environ 690 pb, et celui coirespondant a 
une IgG 3 (anticorps k domaine unique) est de 620 pb. 
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On peut ainsi discriminer les deux categories d'anticorps et reampli- 
fier les fragments d'environ 650 pb, contenant le VhH, par une seconde PGR. On 
obtient alors des fragments d'environ 400 pb correspondant au VhH. Lors de cette 
seconde PGR, des amorces sp6cifiques pr6sentant chacune un site de clivage pour une 
5 enzyme de restriction a site rare sont utilisees. 

De mani^ire plus precise, les jfragments obtenus sont amplifies par 
des reactions de PGR imbriquees {nested PCR) : 

- 1*" reaction PGR 

L'ADNc precedenmient synth^tise (produit de 650 pb) corres- 
10 pondant an fragment VHH-chamiere CH2 est amplifie a Paide du couple d'amorces : 

- VHBACK A6 (5' GATGTGGAGCTGCAGGGGTGTGGRGGAGG 3*) (SEQ ID 
NO:10)et 

- CH2F0RT A4 (5* CGCCATCAAGGTACCAGTTGA 3*) (SEQ OD NO :1 1). 

Le mdlange de PCR est compose de 5 fil d'ADNc, 30 pmol de 
!5 chaque amorce, 1 \il &un melange equimolaire de dNTP 25 mM, 3 fiL de MgCh, 5 |iL 
de tampon de PCR lOX et de 5 unites de Hot Start Taq polymerase qui permet une 
d6naturation de TADN a temperature elevee (94°C pendant 15 minutes). La PCR se 
poursuit ensuite par 40 cycles successifs dTiybridation (30 secondes a 52°C), d'exten- 
sion rfamorce (30 secondes a 72°C) et de denaturation (30 secondes a 94'^C). La reac- 
20 tion se termine par une phase d'elongation terminale de 10 minutes a 72**. 

Le produit d'amplification de 650 pb est separe par electropborfese 
en gel d'agarose a 1 % contenant du bromure d*ethidium, dans du tampon TBE (Tris- 
Borate-EDTA), extrait du gel et purifie i Faide du kit Nucleospin Extract 
(MACHEREY/NAGEL). 
25 2^' reaction PCR 

Un produit d'environ 400 pb correspondant au fragment VHH est 
amplifie a partir du produit de 650 pb, i I'aide des amorces suivantes : 

- VUBACKA4 (Sfil): 5' catgccatgactcgcggcccagccggccatggccgakgtsca 
GCr3' (SEQ ID NO: 12) 

30 et 

- VHFOR36 (Not!) : 5' GGACTAGTTGCGGCCGCTGAGGAGACGGTGACCTG 3* (SEQ 
ID NO: 13), 
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qui contiennent respectivement les sites de restriction des enzymes 

Sfilet Notl. 

A la difference de la premiere PGR, il n'y a que 35 cycles d*amplifi- 
cation et la phase d'extension d*amorce dure une minute, 
5 Le produit d' amplification de 400 pb est s^pare par electrophorese 

en gel d'agarose a 1 % contenant du bromure d'ethidium, dans du tampon TBE (Tris- 
Borate-EDTA), extrait du gel et purifi6 k Taide du kit Nucleospin Extract 
(MACHEREY/NAGEL), puis quantifie. 

3) Clonage des ADNc dans le vecteur pHEN2 (preparation des banques) 
^0 Le vecteur utilise pour le clonage de VhH est le plasmide pHEN 2 

{http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk). II est de nature phagemidique, c'est-a-dire qu'il 
contient deux origines de replication : d*une part celle du phage M13 (parasite naturel 
d' E. coll) qui permet la synthese de particules phagemidiques dont TADN est simple 
brin, et d'autre part celle du plasmide Col El (Bedbrook, JR. et al., Nature, 1979, 281, 
15 447) qui permet la replication d'ADN double brin. 

Lors du clonage, le gene codant pour VhH est insure en phase avec 
le gene g in codant pour la region C-terminale, allant des acides amines 198 k 406, de 
la proteine membranaire p m. Cette proteine de fusion VhH-pUI est sous la d6pen- 
darice du promoteur lac inductible par TIPTG, et est situee a Textr^mitd du phage. 
20 ^induction par IPTG de cellules infectees par le phagemide permet la synthese de la 
proteine de fiision YhH-pID puis son exportation au niveau du periplasme. Ceci se fait 
sous la conduite de sequences leader Pel B, secondairement clivee par une protease de 
la cellule bote. 

Apres ligation des inserts dans les vecteurs, des transformations par 
25 choc thermique sont effectu6es. Apr^ optimisation du ratio VHH/pHEN2, la taille des 
deux banques est d'environ 2.10^ CPU (Colony Forming Unit) pour chacune. 

De maniere plus precise, a partir de M ^g de plasmide dans 23 \x\ 
d*eau, on effectue une coupure Sfi I (New England BioLabs, ) du cote 5* de I'ADN. 
Pour cela, on ajoute 30 unites d*enzyme, 3,5 ^1 de son tampon (NEB2) et 4 ^l de BSA 
30 pour optimiser la reaction. De meme, on prepare les inserts a partir de 1 ^ig de chaque 
ADN. 
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La digestion a lieu durant une nuit a 50°C ; puis on ajoute 2 ^1 de 
NaCI, 0,7 |il de tampon et 30 unites de NotI (Roche) pour effectuer la digestion du 
c6t6 3* pendant 5 heures a 37°C. 

Les ADN (inserts et vecteurs) sont ensuite purifies sur gel et quanti- 
5 fies, dans les memes conditions que celles exposees ci-dessus. 

Afin d'eviter une autoligation du vecteur Iots de I'etape suivante, on 
effectue une dephosphorylation de celui-ci. A partir de 5 (xg de pHEN2 purifie, on 
ajoute 25 ^1 d'eau, 5 \x\ de tampon lOX et 1 fil de phosphatase alcaline de veau (CIP). 
Aprds 30 minutes d'incubation k 20'*C, la reaction est arretee avec de TEDTA de 
10 concentration finale 20 mM puis I'echantillon est incube 20 minutes a 75°C. 

On realise deux extractions phenol-chloroforme pour purifier le 
vecteur. L'ADN est ensuite pr^cipitd dans 0,1 volume d'acetate de sodium 3M (pH=5) 
et 3 volumes d*ethanoI 100% pendant une nuit, puis est repris dans 50 ^1 d'eau. 

Le plasmide pHEN2 linearise et dephosphoryle et le produit 
15 d 'amplification de 400 pb prealablement digere par les enzymes Sfi I et Not I, sont 
ensuite incubes en presence de ligase (T4 DNA LiGASE, New England BioLabs). 

Puis, 5 ^1 de chaque ligation sont mis en presence de 50 \x\ de bacte- 
ries competentes (XL2-Blue MRF' Ultracompetent Cells, Stratagene). Les tubes sont 
incubes une demi-heure dans la glace, puis 30 secondes a 42°C. Apres ce choc 
20 thermique, on ajoute 900 ^l de solution SOC (20 g de bacto-tryptone, 5 g de bacto- 
yeast extract, 0,5 g NaCl qsp 1 1 d'eau plus 20 mM de glucose) pour permettre aux 
bacteries de recuperer et croitre pendant IH a 37°C. 100 ^il de chaque test sont etales 
sur boite de Petri, en milieu 2YTAG (Yeast Tryptone Ampicilline Glucose). 

Le phagemide contient un gfene de resistance a Tampiciiine qui 
25 permet la selection positive des cellules transfectees, lors de la croissance sur milieu 
antibiotique. Les colonies obtenues sont ensuite complies. La ligation conrespondant 
au meilleur ratio (ratio insert: vecteur 2:1) est de nouveau effectude, en grande 
quantite. Puis on realise des electroporations en masse. Pour chacun des deux alpagas, 
il est n6cessaire de preparer 8 tubes de 15 ml avec 1 ml de milieu SOC. Sur glace, 
30 dans 8 tubes Eppendorf froids, 40 ^l de bacteries (SURE Electroporation-Competent 
Cells, Stratagene) sont mis au contact de 4 \i\ de vecteur d'expression dans chacun des 
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8 tubes. Apres 5 minutes, les 44 ^il de culture sont deposes dans une cuve d'electropo- 
ration refroidie a 4^*0. L'appareil (Bio-Rad) est alors regie sur un voltage de 2,5 kV, 
une capacitance de 25 et une resistance de 200 Q, Immediatement apres electropo- 
ration, le milieu SOC est aspire avec une pipette Pasteur de fa^on a le rajouter aux 
5 bact^ries et les transferer au plus vite dans le Falcon ensuite place a 37°C sous agita- 
tion pendant une heure. 10 et 100 jil de cette preculture sont ensuite etales sur boite de 
P6tri 2 YTAG et le reste des 8 tubes est etale sur plaque "screening" 500 cm^ (Fisher 
Scientific Labosi, Elancourt, France). Toutes les boites sont placees a 3VC pendant 
une nuit. Les colonies r6sistantcs sont remises en suspension dans du milieu YT2 et la 

10 banque est conserv6e k -80**C dans du glycerol. 
4) Controle de la diversite de la banque 

10 colonies rdsistantes de chaque alpaga sont de nouveau mises en 
culture dans 5 ml de milieu 2YTAG. A partir de 4 ml de celles-ci, TADN plasmidique 
est extrait a I'aide du kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne. 

15 La presence d'un insert est controlee par restriction enzymatique de 

I'ADN plasmidique a I'aide des enzymes de restriction Sfi I ct Not 1 (BIOLABS) en 
suivant les instructions du fabricant, puis d6pos6 sur gel d'agarose 1% pour verifier la 
presence de I'insert. 

La diversite de la banque est controlee par amplification de TADN 

20 plasmidique. par PGR, a I'aide du couple d'amorces M 13-40 (5'- 
CAGGAAACAGCTATGACC.3', SEQ ID NO :50) et Myc Seq 10 (5'- 
CTCTTCTGAGATGAGTTTrTG-3\ SEQ ID NO :51). ^amplification se fait lors de 
30 cycles de 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 54°C, et 30 secondes k 72°C prte6d6s 
par 5 minutes a 94°C et suivis par 10 minutes a 72''C. Les produits de PGR sont 

25 d6pos6s sur gel d'agarose 1% pour verifier la presence de I'amplifiat. Puis ils sont 
envoyes a la societe Genome Express S.A. (Grenoble, France) avec les amorces utili- 
sees, pour 6tre s6quences. Les sequences sont ensuite analysees grace au logiciel DNA 
Strider 1.3fll, puis alignees par le logiciel CLUSTAL W. 
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5) Criblage de la banque de VHH anti-phosphorylcholine par la technique 
d 'exposition des phages (selection des phages VHH specifiques de la phosphoryl- 
choline) 

a) Preparation des phages 

5 50 \i] de banque de chaque alpaga sont dilues dans 1 ml de milieu 2 

YTAG. Les bact6ries sont mises sous agitation a 3TC pendant 3 heures puis sont 
utilts6es pour ensemencer 100 ml de 2 YTAG jusqu'a obtention d'une DO de 0,044 a 
600 nm ; soit environ 250 ^1 de la pr^culture. La culture est egalement mise sous 
agitation a 37°C jusqu'i obtention d'une DO a 600 nm de I'ordre de 0,5 ; c'est-^-dire en 
10 debut de phase exponentielle de croissance des bacteries. 5. lO" PFU de phage Helper 
M13K07 (Viera J et al., Methods Enzymol., 1987, 153, 3-11) resistant a la 
kanamycine sont ajoutes a la culture qui est ensuite incub^e 30 minutes a 37°C sans 
agitation puis 30 minutes h 37°C avec agitation. 

Apres centrifugation pendant 15 minutes a 4^*0 et 4 000 g, le 
15 sumageant est 61imin6 et le culot resuspendu dans 300 ml de 2 YTAG contenant de la 
Kanamycine a 50 pg/ml. La culture est incub6e durant une nuit a 30°C sous agitation. 

Les phages en suspension sont centrifuges deux fois pour eliminer 
les bacteries (10 minutes, 8 000 rpm, 4**C, puis precipit^s pendant 4 heures a 4°C en 
presence de 0,04 volume de PEG-NaCl. Le precipitat est centrifug6 une demi-heure a 
20 8 000 rpm et 4°C, puis repris dans 1 ml de PBS sterile. 

b) Titrage des phages 

La souche d'E. coli utilisee pour le titrage est TGI (Stratagene, La 
Jolla, CA), dans laquelle le pili sexuel est cod6 par un transposon. Une colonic de 
TGI sur milieu minimum, est repiquee dans 2 ml de 2YT. Cette prdculture est incub6e 

25 durant une nuit k 37°C puis sert a I'ensemencement de 50 ml de 2 YT jusqu'a obten- 
tion d*une DO de 0,045. La culture est mise sous agitation a 37°C jusqu'a ce que la 
DO atteigne 0,5 k 600 nm, c*est a dire environ 2 heures. 

5 aliquotes de 50 fil de TGI sont ensuite additionnes de I ^ll de 
phage precedemment prepare, a differentes dilutions (10*^ 10■^ lO"^, 10"^, 10*^). Apres 

30 15 minutes a temperature ambiantc, les aliquotes sont etalees sur boite de Petri 2 
YTAG et incuMes une nuit a 37°C. Le titrage est enfm effectue lorsque les colonies 
selectionnees sont compt6es. 
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c) Criblage 

Lc criblage s'effectue a partir de 2,5.10** phages/ml dans 100 ]nJ de 
PBS, auxquels est ajoute 1 |il de GPB (Gal-Nac-PC-Biotine) a Img/ml (Figure 5). Le 
mdlange est incube 2 heures a temperature ambiante sous agitation, puis additionne de 
5 900 jil de PBS et 100 ^1 de gelatine a 0,5%. Les phages ayant une affinite pour la PC 
sont alors lies a GPB. Apres 10 minutes d'agitation, le melange est transftre dans un 
immunotube prealabiement coate par de la neutravidine. Celle-ci ayant une affinite 
tres elevee pour la biotine (de Tordre de 10*\ les phages lies a GPB se lient aux 
parois des immunotubes places une heure sous agitation a temperature ambiante. Les 

10 tubes sont ensuite laves 10 fois par du PBS-tween 0,1%, puis 10 fois en PBS. On 
ajoute alors 1 ml de DTT 50 mM dans les tubes que Ton agite durant une demi-heure, 
pour casser la liaison dissulfure PC-Biotine. 500 sont conserves a 4°C et 500 |il 
sont incubes avec 5,5 ml de TGI en phase exponentielle dans un tube de 15 ml, 
pendant 45 minutes, a 37°C. En parallele, les immunotubes sont remplis par 4 ml de 

15 TGI. Les deux tubes sont alors reunis puis centrifuges 10 minutes, a 4°C et 4 500 
rpm. Le culot est repris dans 2 mL de 2 YT puis etal6 sur boites 2 YTAG. 100 ^1 aux 
dilutions 10"', 10"^, 10"^ et 10"^ sont etales sur boites de Petri et le reste sur grande 
boite de "screening". Apres culture durant la nuit a 3TCy les colonies des boites de 
Pdtri sont comptees pour estimer la proportion de phages selectioimes par leur affinite 

20 pour la PC. Les grandes boites sont raclees en presence de 2 ml de 2 YT puis les 
bacteries sont conserv^es dans 2 ml de glycerol 40%, a - 20''C. Auparavant, 10 ^il de 
bacteries servent a ensemencer 50 ml de 2 YTAG pour preparer de nouveaux phages 
selon le meme protocole que precedemment. Une fois le PEG-NaCl bien elimind, le 
culot est repris dans 500 ^1 de PBS. Les phages sont de nouveau titres puis conserves 

25 a4°C. 

Afin de ne pas selectionner les phages ayant une affinite pour Tagent 
saturant, celui-ci est change a chaque tour de criblage. Ainsi, lors du premier tour 
I'agent saturant des immunotubes est la gelatine a 0,5% ; au second tour, du lait 2% 
dialyse est utilise et au troisieme tour on utilise de nouveau de la gelatine. 
30 d) R6sultats 

Les bactdries sont infect6es par un phage helper (MI3K07), comme 
precise ci-dessus, qui permet la replication d'ADN sous forme simple-brin. La 
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majorite des virions produits presente alors la proteine de fusion VHH-pID exprimee a 
la surface, ce qui permet la selection des virions les plus avides vis-a-vis du poly- 
saccharide C. A Tissue du I" tour de criblage, 2.10^ phages (output) sont susceptibles 
de reconnaitre le polysaccharide C paimi les 2,5.10*' initialement presents (input), ce 
5 qui correspond a la fixation d'un phage sur 105. Apres le second tour de criblage, 1% 
des phages seIectionn6s precedenunent est conserve. Le 3^*" tour de criblage est 
effectue 2 fois, et les resultats sont similaires. En effet, le rendement de fixation est a 
chaque fois de 10*'*. Cette demiere baissc de rendement pourrait etre due a des 
conditions plus drastiques (augmentation de la stringence et diminution de la concen- 
10 tration de GPB). 

Tableau V : Criblage de la banque de VHH obtenue a partir de Talpaga immunise par 

S. pneumoniae 





Conditions 


Input 


output 


p=input/output 


Criblage 1 


0,l%Tween 
GPB 10* M 


2,5.10" <j./nil 


2.10*(t)/ml 


10-" 


Criblage 2 


0,3% Tween 
GPB 10-^ M 


lO'^yml 


3.10"'4>/ral 


10-^ 


Criblage 3 


0,5% Tween 
GPB 10' M 


10"((»/ml 


10'(|)/ml 


10" 


Criblage 3bis 


0,5% Tween 
GPB 10^ M 


4.10"(t)/ml 


4.10^(|)/ml 


10^ 



J5 Exemple 5 ; Selection de phages- VHH sp^ifiques de la phosphorvlcholine 

Aprte le 2*^*^ et le 3^"" tour de criblage, des phages pris au hasard 
sont testfe par ELISA direct pour leur affinite pour le polysaccharide C. Au total 1 1 
phagemides sont selectionnes et les sequences sont donndes dans la figure 6. Ces 
anticorps sont exprimes sous forme soluble en dehors du contexte du phage. 
20 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Tinvention ne se limite 

nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d*application qui 
viennent d'etre d6crits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIQNS 

i*") Utilisation d'anticorps a chaine unique de camelides, selection- 
nes dans le groupe constitue par des anticorps comprenant des fragments variables 
d'anticorps de camelidds a chaine unique diriges centre des agents pathogenes ne 
5 secretant pas de toxine ou ne contenant pas la protease NS3 de THCV et des anticorps 
comprenant des fragments variables d'anticorps de camelides a chaine unique diriges 
centre le peptide p-amyloYde 1-42, pour la detection de la presence d'un agent patho- 
gene ne secretant pas de toxine ou ne contenant pas la protease NS3 de THCV ou pour 
la detection d*une maladie comprenant des depots de substances amyloidcs insolubles. 

2°) Banque immune d'ADNc de fragments variables d'anticoips de 
cam61ides a chaine unique, diriges contre le peptide P-amyloide 1-42, deposee a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur 
Roux, 75724 Paris Cedex 1 5, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2937. 

3^) Fragment variable d'anticorps de camelidfe a chaine unique, 
15 dirig6 contre le peptide p-amyloTde 1-42, caracterise en ce qu'il est code par un ADNc 
isole par un precede comprenant au moins les etapes suivantes : 

- la culture de la banque d'ADNc de fragments variables d'anticorps 
selon la revendication 2, dans des conditions pemiettant I'expression desdits fragments 
variables, 

20 - la mise en contact desdits fragments variables avec le peptide p- 

amyloTde 1-42, dans des conditions permettant la liaison dudit fragment variable 
d'anticorps avec ledit peptide, et 

- I'isolement de TADNc correspondant aux fragments variables 
d'anticorps capables de se Her audit peptide. 

'^°) Fragment variable d'anticorps selon la revendication 3, caracte- 
ris6 en ce qu'il presente une sequence en acides amines s^lectionnee dans le groupe 
constitue par les sequences SEQ ID NO: 3, 5, 7 et 9. 

5**) Anticorps ou fragment d'anticorps, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un fragment variable selon la revendicadon 3 ou la revendication 



30 4, 



6^) Molecule d'ADNc, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par le 
proc6de tel que defmi a la revendication 3. 
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7°) Molecule tfADNc selon la revendication 6, caract6risee en ce 
qu'elle presente une sequence nucl^otidique selectionnee dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID NO: 2, 4, 6 et 8. 

8**) Vecteur recombinant, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins 
5 une molecule d'ADNc selon la revendication 6 ou la revendication 7. 

9°) Cellule hote procaryote ou eucaryote, caracterisee en ce qu'elle 
est modifiee par une molecule d*acide nucleique selon la revendication 6 ou la reven- 
dication 7 ou un vecteur recombinant selon la revendication 8. 

10°) Cellule hote procaryote selon la revendication 9, deposee a la 
10 Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur 
Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous le num^ro 1-2933. 

1 1°) Cellule hote procaryote selon la revendication 9, deposee a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur 
Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2934. 
15 12°) Cellule hote procaryote selon la revendication 9, deposee a la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur 
Roux, 75724 Paris Cedex 15, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2935. 

13°) Cellule hote procaryote selon la revendication 9, deposee a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 28 rue du Docteur 
20 Roux, 75724 Paris Cedex 1 5, le 20 septembre 2002, sous le numero 1-2936. 

14°) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps selon la revendi- 
cation 3 ou la revendication 4 ou bien d'un anticorps ou un fragment d'anticorps selon 
la revendication 5 pour la prdparation d*un reactif de diagnostic destin6 a la detection 
de maladies dans lesquelles on observe un depot de substances amyloi'des insolubles, 
25 dans un ou plusieurs organes ou tissus et notamment de maladies neuroagregatives. 

15°) Kit de diagnostic de maladies comprenant des d6p6ts de 
substances amyloYdes insolubles, dans un ou plusieurs organes ou tissus et notarmnent 
de maladies neuroagregatives, caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins un fragment 
variable d'anticorps selon la revendication 3 ou la revendication 4 ou bien un anticorps 
30 ou un fragment d'anticorps selon la revendication 5. 

16°) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un fragment variable d'anticorps selon la revendication 3 ou la 
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revendication 4 ou bien un anticorps ou un fragment d'anticorps selon la revendication 
5, associe a au moins un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

17°) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps selon ia revendi- 
cation 3 ou la revendication 4 ou bien d*un anticorps ou un fragment d'anticorps selon 
5 la revendication 5 pour la preparation d'un medicament destine au traitement des 
maladies comprenant le dipdt, dans un ou plusieurs organes ou tissus, de substances 
amyloides. 

18**) Utilisation selon la revendication 17, caract6ris6e en ce que 
lesdites maladies sont des maladies neuroagregatives, notamment la maladie 
10 d'Alzheimen 

19°) Fragment variable d'anticorps de camdlides a chaine unique, 
dirige contre des agents pathogenes ne secretant pas de toxines, caract6rise en ce qu'il 
est capable de reconnaitre les agents pathogenes ou des fragments de ceux-ci a 
rinterieur ou a Texterieur de cellules eucaryotes ou de tissus ou d'organes de 
15 mammiferes et en ce qu'il est code par un ADNc isole par un procede comprenant au 
moins les etapes suivantes : 

- Ia culture d'une banque d*ADNc de fragments variables d'anticorps 
de camelides a chaine unique diriges contre des agents pathogenes, exprimant a leurs 
surfaces des molecules d'adhesion de la paroi bacterienne, dans des conditions 

20 permettant Texpression desdits fragments variables, 

- la mise en contact desdits fragments variables d'anticorps avec au 
moins une molecule d'adhdsion ou des agents pathogenes exprimant a leur surface des 
mol6cules d'adhesion, dans des conditions permettant la liaison desdits fragments 
variables d'anticorps avec au moins une desdites molecules d'adhesion, et 

25 - I'isolement de I'ADNc correspondant aux fragments variables 

d'anticorps VHH-anti-mol6cule d'adhesion capables de se lier a la molecule 
d'adh6sion correspondante. 

20°) Fragment variable d'anticorps de camelides a chaine unique 
selon la revendication 19, caracterise en ce que ladite molecule d'adhesion est la 

30 phosphorylcholine, en ce que ledit fragment variable d'anticorps est capable de 
reconnaitre les agents pathogenes ou des fragments de ceux-ci k Tinterieur ou a 
I'exterieur de cellules eucaryotes ou de tissus ou d'organes de mammiferes et en ce 
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qu'il est code par un ADNc isole par un precede comprenanl au moins les etapes 
suivantes : 

- la culture d*une banque d*ADNc de fragments variables d'anticorps 
de camelides a chaine unique diriges centre des agents pathogenes, exprimant a leurs 
surfaces de la phosphorylchoiine (VHH-anti-phosphorylcholine), dans des conditions 
permettant Texpression desdits fragments variables, 

- la mise en contact desdits fragments variables d'anticorps avec de 
la phosphorylchoiine ou des agents pathogenes exprimant a leur surface de la 
phosphorylchoiine, dans des conditions permettant la liaison desdits fragments 
variables d'anticorps avec la phosphorylchoiine, et 

- risolement de TADNc correspondant aux fragments variables 
d'anticorps VHH-anti-phosphorylcholine capables de se lier a la phosphorylchoiine. 

2r) Fragment variable d'anticorps selon la revendication 20, 
caracterise en ce qu'il presente unc sequence en acides amines selectionn^e dans le 
groupe constitue par les sequences SEQ DD NO :29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47 
et 49. 

22°) Anticorps ou fragment d'anticorps, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un fragment variable selon Tune quelconque des revendications 
19a21. 

23°) Molecule d'ADNc, caracterisee en ce qu'elle est ohtenue par le 
procede tel que defmi a la revendication 19 ou la revendication 20. 

24°) Molecule d'ADNc selon la revendication 23, caracterisee en ce 
qu'elle presente une sequence nucleotidique s61ectionnee dans le groupe constitue par 
les sequences SEQ ID NO:28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46 et 48. 

25°) Vecteur recombinant caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins 
une molecule d'ADNc selon la revendication 23 ou la revendication 24. 

26°) Cellule bote eucaryotc ou procaryote, caracterisee en ce qu'elle 
est modifiSe par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 23 ou la reven- 
dication 24 ou un vecteur selon la revendication 25. 

27°) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps VHH dirig6 
contre toutes les molecules d'adhesion de la paroi bacterienne, pour la preparation d'un 
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reactif de diagnostic destine a la detection des maladies infectieuses dues a des agents 
pathogenes qui expriment au moins une molecule d'adhesion h leur surface. 

28°) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps VHH-anti- 
phosphorylcholine selon la revendication 20 ou bien d'un anticorps ou d*un fragment 
5 d'anticoips derives, selon ia revendication 22 pour la preparation d'un reactif de 
diagnostic destine a la detection des maladies infectieuses dues a des agents patho- 
genes qui expriment la molecule d'adhesion phosphorylcholine a leur surface et 
notamment les maladies infectieuses des voies respiratoires. 

29°) Kit de diagnostic des maladies infectieuses dues ^ des agents 
10 pathogenes qui expriment de la phosphorylcholine a leur surface, caracteris6 en ce 
qu'il comprend au moins un fragment variable d'anticorps VHH-anti-phosphoryl- 
choline selon la revendication 20 ou la revendication 21 ou bien un anticorps ou un 
fragment d'anticorps comprenant ledit fragment variable d*anticorps selon la revendi- 
cation 22. 

15 30°) Composition pharmaceutique comprenant des anticorps de 

camelides diriges contre des agents pathogenes ou leurs fragments, caracteris6e en ce 
qu*ils ne secretent pas de toxine et qu'ils ne sont pas des Elements constitutifs de la 
protease NS3 de HCV. 

31°) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 

20 comprend au moins un fragment variable d'anticorps VHH dirige contre toutes les 
molecules d'adhesion de la paroi bacterienne selon la revendication 19. 

32°) Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un fragment variable d'anticorps VHH-anti-phosphorylcholine 
selon la revendication 20 ou la revendication 21 ou bien un anticorps ou un fragment 

25 d'anticorps comprenant ledit fragment variable d'anticorps selon la revendication 22, 
associe a au moins un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

33°) Composition pharmaceutique selon la revendication 32, caracte- 
risee en ce que lesdits vehicules pharmaceutiquement acceptablcs sont appropri6s a 
une administration intranasale. 

30 34°) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps VHH dirige 

contre toutes les molecules d'adhesion de la paroi bacterieruie, pour la preparation d'un 
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medicament destine au traitement des maladies infcctieuses dues a des agents patho- 
genes qui expriment au moins una molecule d'adhesion a leur surface. 

35**) Utilisation d'un fragment variable d'anticorps VHH-anti- 
phosphorylcholine selon la revendication 20 ou la revendication 21 ou bien d'un anti- 
coips pu un fragment d'anticorps selon la revendication 22, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement des maladies infectieuses dues a des agents patho- 
genes qui expriment de la phosphorykholine a leur surface. 

36°) Utilisation selon la revendication 35, caract6ris6e en ce que 
lesdites maladies sont des maladies infectieuses qui colonisent les muqueuses, et plus 
particulierement des maladies infectieuses des voies respiratoires. 
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61 AEVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCAASGS-TFRI NRMG WYRQAPGKQRELVA 

5 AEVQLQASGGGIiVQAGGSLRLSCAASGS-TFSI NVIG WYRQAPGKQRELVA 

LI -3 AEVQLQASGGGLVQAGGSLRLSCSASASTTFSM NTMA WHRQAPGKQRSLVA 

V3 1 - 1 AEVQLQASGGGS VQPGGSLRLSCAASGF - I FGW STMS WVRQAPGKGLEWVS 

*********** **********.** * . * ****** *. 

61 SINSGG-STNYADSVKG RFTISRDNAKGTVNLTMNSLKPEDTAVYYC 

L35 GISRSG-NTNYADSVEG RFTISRDYAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYC 

1^1-3 LIGATH-SINYEDSVKG RFTISRDNAKNTVYLQMSSLKPEDTAVYYC 

V3 1 - 1 TISGGGSATTYTDSVKG RFTISRDRAKNTLYLQMNSLKPEDTAX YYC 

*, .* **♦:** ****** ***. * *********.***, 

61 NR VTPWP Y WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 3) 

L3 5 HS KTYLLHM-Y WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 5) 

LI -3 ND WYWQMKGGS WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 7) 

V31-1 NADVSTGFRYQRKDY WGRGTQVTVSSEPKTPKPQP (SEQ ID NO: 9) 

** - ******** 



Figure 3 



wo 2004/044204 PCT/FR2003/003319 



4/8 



DO 3 n 




1/10 1/20 1/40 1/80 

Dilutions dc I'extrait pcriplasmique (VHH soluble) 



Figure 4 
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clone 1 

GAGGTGCAGCTGcAGGCGTCTGGGGGGGGCTTGGTGGAACCTGGGGGGTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGAAAGCATCTGGGTCAATGTAATGG 
ACTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGCAGCGCGAGTTGGTCGCAGCTATT 
ACTCGTGGTGGTGTCACAAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCAC 
CATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACATGATGTTCCTGCAAATGCACAGCC 
TGCTACCTGAGGACACGGCCGTCTATTATTGCCATGCGCGTACATGGaga 
GACTATTGGGGCCAGGGGACc Ca gg t CACGTCTCCTCCAGCGGCCG CACA 
TCATCATCACCATCACGGGGCCGCAGAACAAAA 

Clone 2 

GAGGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGCAAGCATCTTCAGTATCGATGGCA 
TGGGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGAAAGCAGCGCGAGTTGGTCGCAGGT 
ATTACTAGTGGTGGTAGCACAAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATT 
CACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACATGATGTTCCTGCAAATGCGCA 
GCCTGCTACCTGAGAACACGGCCGTCTATTACTGTCATGCGCGTACATGG 
AGAGACTATTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCCGC 
ACATCATC 

Clone 3 

GAGGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGATTGGTGCAGACCGGGGGCTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGTAGCCTCTGGACGCACCTTCAGCAGCTACGCCA 
TGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGAGAGTTTGTAGCAGCT 
GTTAGCCAGAGTGGTGTTCGTACAAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG 
ATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGTTCACGGTGTATCTGCAAACGA 
ACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCCTTTATTACTGTGCAGCCACTACG 
AAACCCTTTTTGGGGGTACGAATGTTTCAACCAGAGTACTGGGGCCAGGG 

Clone 4 

GATGTCCAGCTGCAGGCGTCTGGAGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTAACCATGCCA 
TGGGCTGGTACCGCCAGCCTCCAGGGAAGCAGCGCGAGTTCGTCGCA/VAT 
ATTTTTAGTGGCGGTCGCATAAACTATGCAGACTTCGTGAAGGGCCGATT 
CACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAATACGGTGTATCTGCAAATGAACA 
AACTGAAACCTGAGGACACGGCCGTCTATCCCTGTAATGCGTGGAGGTTA 

GGTTATGACTATTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGC 
CGCACATCATC 



FIGURE 6.1 
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Clone 5 

GATGTGCA6CTGCAGGCGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAATCGTCTTCAGAGTCAGTACCA 
TGGGCTGGTACCGCCAGGCTCCAGGGAAGCAGCGCGAGTTGGTCGCAACT 
ATTTCTAGTGGTGGTAGTACAAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATT 
CACCATCTACAGAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGCA/UVTGAACA 
GCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTAATGCAAATACAGGA 
CTCCGTACCCTTTCGTTCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC 
AGCGGCC 

Clone 7 

GAGGTgCAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGATTGGTGCAGGCTGGGGGCTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGAACGCACCTTCAGTAACGCTCGCA 
TGGCCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGACAGGAGCGTGAGTTTGTAGCGGCT 
ATTAGCTGGAGTGGTACTACCACGAACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG 
ATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAATACGGTGTATCTGCAAATGA 
ACAGCCTGAAGCCTGAGGACACGGCCGTTTATTACTGCGCAGCAGATGGT 
TCCTGGCGGGG AGTCTG C AACAATGTGTATGACTACTGGGGC CAGGGG AC 
CCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCCGCACATCATCATCACCATCACGG 

Clone 8 

GAGGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGAGGAGGATTGQTGCAGGCTGGGGGCTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAGGCACCTTGAGTAGCTATGTCA 
TGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGTGAGATTGTAGCAGCT 
ATTAGGTCTAGTGGTAGCGCATGGTATGCAGACTCCGTGCAGGGCCGATT 
CACCATCTCCAGAGACGGCGCCAGGAACACGGTGTATCTGCAAATGAACA 
GCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTTTACTACTGTGCAGCAAAGAAAGGA 
ATTACGGTCTTTACTCGTGACTCGTCGTAT6ACTACTGGGGCCAGGGGAC 
CCAGGTCACCGTCTCCT 

Clone 9 

CGTGTCCAGCTGCAGGCGTCTGGAGGAGGATTGGTGCAGGCTGGGGGCTC 
ACTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACGCACGCTCAGTAGTTATGCCA 
TGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGATCGTGAGTTTGTAGCAGCT 
ATTAGCTGGAGTGGTACTAGGACATCGTATGCGGACTCCGTGAAGGGCCG 
ATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGGTATATCTGCAAATGA 
ACAGCCTGAAACCCGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTGCGATGCGTTCA 
ATGCGTTCCAACCTCTATACCGTCTATGAGGCCCCGCATGACTATGACTA 
CTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCAGC 



FIGURE 6.2 
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Clone 10 

GAGGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGATTGGTGCAGGCTGGGGGCTC 
TCTGAGACTCGCCTGTGCGGCCTCTGGACGCACCTTCAGGAGCTATGCCA 
TGGGCTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGAGCGCGAGGGGGTCTCATGT 
ATTAGTAGTAATGATGGTAGCACATATTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCG 
ATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCGAAAACACGATGTATCTGCAAATGA 
ACGGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTGCTTCAGCAAAA 
TGGTATAGTGGACGTTTCTACCGGAGTGCCGCGGATGATTGTGCCCCTTA 
CGAGTAT 

Clone 11 . 

TGTGAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGCTTGGTGCAGCCTGGGGGGTCTCT 

GAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTAACCATGCCATGG 

GCTGGTACCGCCAGCCTCCAGGGAAGCAGCGCGAGTTCGTCGCAAATATT 

TTTAGTGGCGGTCGCATAAACTATGCAGACTTCGTGAAGGGCCGATTCAC 

CATCTCCAGAGACAACGCCAAGMCACGGTGTATCTGCAAATGAACAAAC 

TGAAACCTGAGGACACGGCCGTCTATCTCTGTJ\ATGCGTGGAGGTTAGGT 

TATGACTACTGGGGCCAGGGGAccCaggtcACCGTCTCCTCAGCGGCCGC 

ACAT 

Clone 12 

GAGGTGCAGCTGCAGGCGTCTGGGGGAGGATTGCTGCAGGCTGGGGACTC 
TCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACGCACCTTCAGTACATATAACA 
TGGCGTGGTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAGCGTGAGCTTGTAGCAGCT 
ATCACTTGGAGTGGAGGTACATACTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATT 
CACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGGTATCTCTGCAAATGGACA 
GCCTGAAACCCGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTACACGATCGCGGCGT 
GCTAGTTACTTCGGGGACCCCACTGACTTTCGTTCCTGGGGCCAGGGGAC 
CCAGGTCACCGTCTCCTCAGCGGCC 



FIGURE 6.3 





wo 2004/044204 



PCT/FR2003/003319 



0226-105-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> INSTITUT PASTEUR 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
ROUGEON, Francois 
LAFAYE. Pierre 

<120> Fragments variables d'anticorps de camelides 
a cnaine unique et leurs applications pour le 
diagnostic et le traitement de pathologies diverses 

<130> S226EXT105 

<160> 51 

<170> PatentXn version 3.1 

<210> 1 
<2I1> 42 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Peptide synthetique 
<400> 1 

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp sen Gly Tyr Glu val His His Gin Lvs 
15 10 15 

Leu val Phe Phe Ala Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala lie lie 
20 25 30 

Gly Leu Met val Gly Gly val Val lie Ala 
35 40 

<210> 2 
<211> 399 
<212> DNA 
<213> camel idae 



Page 1 
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<220> 

<221> CDS 

<222>. (1)..(399) 
<223> 



<400> 2 

gcc gag gto cag ctg cag gcg tct gga gga gqc ttg gtg cag get ggg 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Glv 
1 5 10 15 

ggg tct ctg aga etc tec tgc gca gcc tct gga age acc ttc agg ate 
Gly Ser Leu Arg Leu ser cys Ala Ala ser Gly Ser Thr Phe Arg lie 
20 25 30 

aat cgc atg gqc tgg tac cgc eag get cca ggg aag cag cgc gag ttg 
Asn Arg Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu 
35 40 45 

gtc get agt att aat agt gqc got agt aca aac tat gca gac tec gtg 
val Ala Ser lie Asn ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp ser val 
50 55 60 

aag gqc cga ttc acc ate tec aga gac aac gee aag gqc aca gtg aat 
Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Gly Thr val ash 
65 70 75 80 

ctg aca atg aac age ctg aaa cct gag gac aeg gcc gtc tat tac tgt 
Leu Thr Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

aat cga gta acc ccc tgg cct tac tgg gqc cag ggg acc cag gtc acc 
Asn Arg val Thr Pro Trp Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr 
100 105 110 

gtc tec tea gcg gcc gca gaa caa aaa etc ate tea gaa gag gat ctg 
val ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu Asp Leu 
115 120 125 

aat ggg gcc gca tag 
Asn Gly Ala Ala 
130 



<210> 3 

<211> 132 

<212> PRT 

<213> Camel idae 



<400> 3 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly 
1 5 10 15 ^ 



Gly Ser Leu Arg Leu Ser cys Ala Ala Ser Gly Ser Thr Phe Arg lie 



48 
96 
144 
192 
240 
288 
336 
384 
399 



20 



25 



30 
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0226-105-SEQ.ST25 

Asn Arg Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro 6ly Lys Gin Arg Glu Leu 
35 40 45 

val Ala Ser lie Asn Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Sen Val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Gly Thr val Asn 
65 70 75 80 

Leu Thr Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Asn Arg Val Thr Pro Trp Pro Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr 
100 105 110 

val Ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie ser Glu Glu Asp Leu 
115 120 125 

Asn Gly Ala Ala 
130 



<210> 4 

<211> 405 

<212> DNA 

<213> camel idae 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(405) 

<223> 



<400> 4 

gcc gag gtq cag ctg cag gcg tct gqg gqa gqc ttg gtq cag get gqg 48 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly 

15 10 15 



gqg tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tet gqa age ace ttc agt ate 

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly ser Thr Phe Ser He 
20 25 30 

aat gtc ata gqa tgg tac cgc cag get cca gqg aag cag ege gag ttg 

Asn val lie Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu 
35 40 45 

gtc gca ggt att agt cgt agt gqt aac aea aat tat gca gac tec gta 

Val Ala Gly lie Ser Arg Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val 

50 55 60 



96 



144 



192 



gag gge cga ttc acc ate tee aga gac tac gee aag aac aea gtg tat 240 

Page 3 
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Glu Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Tyr Ala Lys Asn Thr val Tyr 
65 70 75 80 

ctg caa atg aac age ctg aaa cct gag gac acg gcc gtc tat tat tgt 288 

Leu Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 



cat tec aag acc tat ctt eta cat atg tae tgg ggc cag ggg acc cag 
His Ser Lys Thr Tyr Leu Leu His Met Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin 
100 105 110 



336 



gtc acc gtc tec tea geg gcc gca gaa caa aaa etc ate tea gaa gag 384 
val Thr val Ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu 
115 120 125 

gat ctg aat ggg gee gca tag 405 
Asp Leu Asn Gly Ala Ala 
130 

<210> 5 

<211> 134 

<212> PRT 

<213> eamelidae 

<400> 5 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly 
15 10 15 

Gly ser Leu Arg Leu ser Cys Ala Ala ser Gly Ser Thr Phe Ser lie 
20 25 30 

Asn Val lie Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arq Glu Leu 
35 40 45 

val Ala Gly lie Ser Arg Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val 
50 55 60 

Glu Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Tyr Ala Lys Asn Thr val Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

His ser Lys Thr Tyr Leu Leu His Met Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin 
100 105 110 

val Thr val Ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie Ser Glu Glu 
115 120 125 

Asp Leu Asn Gly Ala Ala 
130 
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<210> 6 
<211> 411 
<212> DNA 

<213> camelidae 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(411) 

<223> 



<400> 6 

gcc gag gtc cag ctg cag gcg tct gga gga gqc ttg gtg cag get ggg 
Ala Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu vat Gin Ala Gly 
15 10 15 



48 



ggg tct ctg aga etc tec tgt tea gcc tct gea age aee acc ttc agt 96 
Gly ser Leu Arg Leu ser Cys ser Ala Ser Ala Ser Thr Thr Phe Ser 
20 25 30 

atg aat acc atg gcc tgg cae cgc cag get eca ggg aag cag cgc age 144 
Met Asn Thr Met Ala Trp His Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg ser 
35 40 45 

ttg gtc gcc ctt att gga gca act cat agt att aac tat gaa gae tec 192 
Leu Val Ala Leu He Gly Ala Thr His Ser lie Asn Tyr Glu Asp Ser 
50 .55 60 

gtg aag ggc ega ttc acc ate tec aga gae aac gcc aag aac act gtg 240 
val Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val 
65 70 75 80 

tat tta caa atg age age ctg aaa cet gag gae acg gcc gtc tat tae 288 
Tyr Leu Gin Met Ser Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr 
85 90 95 

tgt aat gae tgg tat tgg caa atg aaa ggg ggt tec tgg ggc cag ggg 336 
Cys Asn Asp Trp Tyr Trp Gin Met Lys Gly Gly Ser Trp Gly Gin Gly 
100 105 110 

acc cag gtc ace gtc tec tea gcg gee gca gaa caa aaa etc ate tea 384 
Thr Gin val Thr Val ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie Ser 
115 120 125 

gaa gag gat ctg aat ggg gcc gca tag 411 
Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala 
130 135 

<210> 7 

<211> 136 

<212> PRT 

<213> camelidae 
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<400> 7 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly 
1 5 10 15 

Gly ser Leu Arg Leu Ser Cys Ser Ala Ser Ala Ser Thr Thr Phe Ser 
20 25 30 

Met Asn Thr Met Ala Trp His Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Ser 
35 40 45 

Leu Val Ala Leu lie Gly Ala Thr His Ser lie Asn Tyr Glu Asp Ser 
50 55 60 

val Lys Gly Arg Phe Thr lie ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val 
65 70 75 80 

Tyr Leu Gin Met Ser Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr 
85 90 95 

Cys Asn Asp Trp Tyr Trp Gin Met Lys Gly Gly Ser Trp Gly Gin Gly 
100 105 110 

Thr Gin val Thr val Ser Ser Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie ser 
115 120 125 

Glu Glu Asp Leu Asn Gly Ala Ala 
130 135 

<210> 8 

<211> 450 

<212> DNA 

<213> camel idae 



<220> 

<221> COS 

<222> (1)..(450) 

<223> 



<400> 8 

gcc gag gtq cag ctg cag gcg tct ggg gga gqc teg gtg cag cct ggg 48 

Ala Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Ser val Gin Pro Gly 
15 10 15 

gqg tct ctg aga etc tee tge gea gee tct gga tte ate ttc ggt tgg 96 

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe lie Phe Gly Trp 

20 25 30 

tct act atg age tgg gtc ege cag get cca gga aag ggg tta gag tgg 144 
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Ser Thr Met Ser Trp val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu gIu Trp 
35 40 45 

gtc tea act att tct gqa gqa ggt agt gcc aca acc tat aca gac tec 
val ser Thr lie Ser Gly Gly Gly Ser Ala Thr Thr Tyr Thr asp Ser 
50 55 60 

gtg aag gqc cga ttc acc att tec aga gac agg gcc aag aac acg ttg 
val Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Arg Ala Lys Asn Thr Leu 
65 70 75 80 

tat ctg caa atg aac age ctg aaa cet gag gac acg gcc ate tat tac 
Tyr Leu Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala He Tyr Tyr 
85 90 95 

tgt aat gca gat gtg agt acg ggt ttc egg tat cag cgt aaa gac tac 
Cys Asn Ala Asp val ser Thr Gly Phe Arg Tyr Gin Arg Lys Asp Tyr 
100 105 110 

tgg gqc egg gqg acc cag gtc acc gtc tec tea gaa cec aag aca eca 
Trp Gly Arg Gly Thr Gin Val Thr val Ser Ser Glu Pro Lys Thr Pro 
115 120 125 

aaa eca caa cca gcg gcc gca gaa caa aaa etc ate tea gaa gag gat 
Lys Pro Gin Pro Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu lie ser Glu Glu Asp 
130 135 140 

ctg aat ggg gcc gca tag 
Leu Asn Gly Ala Ala 
145 



<210> 9 

<211> 149 

<212> PRT 

<213> camelidae 



<400> 9 

Ala Glu Val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Ser Val Gin Pro Gly 
1 5 10 15 



Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe lie Phe Gly Trp 
20 25 30 



Ser Thr Met Ser Trp val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 



Val Ser Thr lie Ser Gly Gly Gly Ser Ala Thr Thr Tyr Thr Asp Ser 
50 55 60 



Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Arg Ala Lys Asn Thr Leu 
65 70 75 80 



Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala lie Tyr Tyr 



192 
240 
288 
336 
384 
432 
450 



85 



90 



95 
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Cys Asn Ala Asp val Ser Thr Gly Phe Arg Tyr Gin Arg Lys Asp Tyr 
100 105 110 

Trp Gly Arg Gly Thr Gin val Thr val Ser Ser Glu Pro Lys Thr Pro 
115 120 125 

Lys Pro Gin Pro Ala Ala Ala Glu Gin Lys Leu ile Ser Glu Glu Asp 
130 135 140 

Leu Asn Gly Ala Ala 
145 

<210> 10 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 10 

gatgtgcagc tgcaggcgtc tggrggagg 29 

<210> 11 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> arti f i ci al sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 11 

cgccatcaag gtaccagttg a 21 

<210> 12 
<211> 45 
<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 12 

catgccatga ctcgcggccc agccggccat ggccgakgts cagct 45 
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<210> 13 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 13 

ggactagttg cggccgctga ggagacggtg acctg 

<210> 14 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 14 

ggactagttg cggccgctgg ttgtggtttt ggtgtcttgg g 

<210> 15 

<211> 384 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<40C>> 15 
atgggccgat 


gtcagctgca 


ggcgtctgga 


ggaggcttgg 


tgcagccggg 


ggggtctctg 


agactctcct 


gtgcagcctc 


tggattcact 


ttggagtatt 


atgccttagc 


ctggttccgc 


caggccccag 


ggaaggagcg 


tgtggggatt 


tcttgtatta 


gtagtactaa 


tggtcgcgca 


gactatgtag 


actccgtgaa 


gggccgattc 


accatctcca 


gagacaacgc 


caagaacgcg 


ttctatctgc 


aaatgaacag 


cctgaaacct 


gaggacacag 


ccgtttacta 


ctgtgcagca 


gcaatgtgga 


aatgccaatt 


aatgatgtcc 


tcttctaatt 


ataccaaaat 


ttggggccag 


ggcacccagg 


tcaccgtctc 


ctca 









<210> 16 
<21l> 381 



41 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
384 



<220> 
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PCT/FR2003/003319 



0226-105-5EQ.ST25 

<212> DNA 
<213> caroelidae 



<400> 16 
camdaggccg 


aggtccgctg 


cag^cgtctg ggggaggctt ggtgcagcct ggggggtctc 


60 


tgacactctc 


ctgtatagcc 


tctggattca 


ctttggatta ttatagtgtg 


ggctggttcc 


120 


gccaggcccc 


agggaagaag 


cgtgagaggg 


tctcatgtac tggtccgaat 


ggtgaaagca 


180 


caaactatgc 


agactccgtg 


aagggccgat 


tcaccatctc cagagacaac 


gccaagaaca 


240 


cggcgtatct 


gcaaatgaac 


agcctgaaac 


ctgacgacac tgccgtttat 


tactgtgcag 


300 


cagtcgcact 


cccacaatgt 


acctgggccc 


gtatggatga atatgactac 


tcaggccagg 


360 


ggacccaggt 


cacggtctcc 


t 






381 



<210> 17 

<211> 396 

<212> DNA 

<213> camel idae 



<400> 17 
atggccgatg 


tgcagctgca 


ggcgtctggg 


ggaggcttag 


tgcagcctgg 


ggagtctctg 


60 


acgctctcct 


gtgcagccta 


tggattcaca 


ttggattatt 


gtgcggtagg 


ctggttccgc 


120 


caggccccag 


ggaaggagcg 


cgagggagtc 


gcatgtattg 


gcagtagttt 


asgtcgcaca 


180 


gattatgcag 


actccgtgaa 


gggccgattc 


accatctccc 


gagacaacgc 


caagaacacg 


240 


atgtatctgc 


aaatgaacga 


cctgaaacct 


gaggacgcag 


ccgtttatta 


ctgtgcagcg 


300 


aagatagggg 


gggcaatgtg 


tgtcccaaat 


gagtatgact 


actggggcca 


ggggacccag 


360 


gtcaccgtct 


cctcggaacc 


caagacacca 


aagcca 






396 



<210> 18 

<211> 396 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<400> 18 
gtgcagctgc 


aggcgtctgg 


gggaggattg gtgcaggctg ggggctcttt 


gaatctctcc 


60 


tgtgcagcct 


ctggacgcag 


cttcagtggc tatgccctgg gctggttccg 


ccaggctccg 


120 


gggaaggagc 


gtgaatttgt 


aggagctatt agctggattg gtggaaggac 


atactatgca 


180 


gtgtccgtga 


agggccgatt 


caccatcacc agagacaacg ccaagaacac 


acttaatctg 


240 


caaatgaaca 


gcctgaaacc 


tgaggacacg gccgtgtatt actgtgcggc 


caaaggttct 


300 
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0226-105-SEQ.ST25 

gatggtgatt acttcagcat ccagaaatat gacagctggg gccagggaac ccaggtcacc 360 
gtctcctcag aacccaagac accaaaacca caacca 396 

<210> 19 

<211> 413 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<400> 19 
atggccgatg 


tgcagctgca 


ggcgtctggg 


ggaggattgg 


tgcaggctgg 


gggctctttg 


60 


aatctctcct 


gtgcagcctc 


tggacgcagc 


ttcagtggct 


atgccctggg 


ctggttccgc 


120 


caggctccgg 


ggaaggagcg 


tgaatttgta 


ggagctatta 


gctggattgg 


tggaaggaca 


180 


tactatgcag 


tgtccgtgaa 


gggccgattc 


accatcacca 


gagacaacgc 


caagaacaca 


240 


cttaatctgc 


aaatgaacag 


cctgaaacct 


gaggacacgg 


ccgtgtatta 


ctgtgcggcc 


300 


aaaggttctg 


atggtgatta 


cttcagcatc 


cagaaatatg 


acagctgggg 


ccagggaacc 


360 


caggtcaccg 


tctcctcaga 


acccaagaca 


ccaaaaccac 


aaccagcggc 


cgc 


413 



<210> 20 

<211> 263 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<400> 20 

atggccgatg tgcagctgca ggcgtctggg ggaggcttgg tgcagcctgg gggttctccg 60 

ggactctcct gtgcagcctc cggattcacc tttaggacgt ctgacatgag ttgggtccgc 120 

caggctccag ggaaggggct cgaatgggtc tcatatattg atagtggtag tggaaggaaa 180 

ctgtatgcgg actccgcgaa gggccgattc accatctcca gagacaacgc caagaacacg 240 

gtgtatctgc aaatgaacag cct 263 

<210> 21 

<211> 294 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<400> 21 

atggccgatg tgcagctgca ggcgtctggg ggaggcttgg tgcagcctgg gggttctccg 60 

ggactctcct gtgcagcctc cggattcacc tttaggacgt ctgacatgag ttgggtccgc 120 
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0226-10S-SEQ,ST2S 

caggctccag ggaaggggct cgaatgggtc tcatatattg atagtggtag tggaaggaaa 180 
ctgtatgcgg actccgcgaa gggccgattc accatctcca gagacaacgc caagaacacg 240 
gtgtatctgc aaatgaacag cctgaaaccc gaggacacag gcgtttatta ctgt 294 

<210> 22 

<211> 127 

<212> PRT 

<213> camelidae 

<400> 22 

Gly Arg Cys Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly 
15 10 15 

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Glu Tyr 
20 25 30 

Tyr Ala Leu Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg val Gly 
35 40 45 

lie ser Cys lie Ser Ser Thr Asn Gly Arg Ala Asp Tyr Val Asp Ser 
50 55 60 

val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ala Phe 
65 70 75 80 

Tyr Leu Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr 
85 90 95 

Cys Ala Ala Ala Met Trp Lys Cys Gin Leu Met Met Ser ser Ser Asn 
100 105 110 

Tyr Thr Lys lie Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr val Ser Ser 
115 120 125 

<210> 23 

<211> 125 

<212> PRT 

<213> camelidae 



<400> 23 

Gly Arg Gly Pro Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly 
15 10 15 
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0226-10S-5EQ.5T25 
Gly ser Leu Thr Leu Ser Cys lie Ala Ser Gly Phe Thr Leu Asp Tyr 
20 25 30 

Tyr ser val Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Lys Arq Glu Ara 
35 40 45 

val Ser cys Thr Gly Pro Asn Gly Glu Ser Thr Asn Tyr Ala asp Ser 
50 55 60 

val Lys Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Ala 
65 70 75 80 

Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr 
85 90 95 

Cys Ala Ala Val Ala Leu Pro Gin cys Thr Trp Ala Arg Met asd Glu 
100 105 110 

Tyr ASp Tyr Ser Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val Ser 
115 120 125 

<210> 24 

<211> 131 

<212> PRT 

<213> camel idae 



<400> 24 

Ala Asp val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly 
1 .5 10 15 

Glu Ser Leu Thr Leu Ser Cys Ala Ala Tyr Gly Phe Thr Leu Asp Tyr 
20 25 30 

Cys Ala val Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly 
35 40 45 

val Ala cys lie Gly Ser Ser Leu Gly Arg Thr Asp Tyr Ala Asp Ser 
50 55 60 

val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Met 
65 70 75 80 

Tyr Leu Gin Met Asn Asp Leu Lys Pro Glu Asp Ala Ala val Tyr Tyr 
85 90 95 

Cys Ala Ala Lys lie Gly Gly Ala Met Cys val Pro Asn Glu Tyr asd 
100 105 110 
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0226-105-SEQ.ST25 
Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gin Val Thr val Ser Ser g1u Pro Lys Thr 
115 120 125 

Pro Lys Pro 
130 

<210> 25 
<211> 132 
<212> PRT 
<213> . camelidae 



<400> 25 

val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly Ser 
15 10 15 

Leu Asn Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Ser Phe Ser Gly Tyr Ala 
20 25 30 

Leu Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val Gly 
35 40 45 

Ala lie Ser Trp lie Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Ala Val Ser Val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr lie Thr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Asn Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

Ala Lys Gly Ser Asp Gly Asp Tyr Phe Ser lie Gin Lys Tyr Asp ser 
100 105 110 

Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val Ser Ser Glu Pro Lys Thr Pro 
115 120 125 

Lys Pro Gin Pro 
130 

<210> 26 

<2H> 97 

<212> PRT 

<213> camelidae 



<400> 26 
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0226-105-SEQ.ST25 
Ala Asp val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly 
1 5 10 15 

Gly Ser Pro Gly Leu Ser cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Thr 
20 25 30 

Ser Asp Met ser Trp val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 
35 40 45 

Val Ser Tyr lie Asp Ser Gly Ser Gly Arg Lys Leu Tyr Ala Asp Ser 
50 55 60 

Ala Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val 
65 70 75 80 

Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr 
85 90 95 

Cys 



<210> 27 

<211> 130 

<212> PRT 

<213> camel idae 

<400> 27 

Ala Asp Val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Ala Gin Ala Gly 
15 10 15 

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Thr Asp Ser lie 
20 25 30 

Asn val Met Ala Trp Tyr Arg Pro Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu 
35 40 45 

val Ala Ala lie Ala Arg Asp Ala Arg Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Leu 
50 55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr val Thr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Met Asn Arg Met Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr cys 
65 90 95 

Asn Ala Glu Ala Leu Met His Thr Gin Phe Pro Arg His Tyr Trp Gly 
100 105 110 
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0226-105-SEQ.ST25 
Pro Gly Thr Gin Val Thr val Ser Ser Glu Pro Lys Thr Pro uys Pro 
115 120 - 125 

Gin Pro 
130 

<210> 28 
<211> 381 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(381) 

<223> 



<400> 28 

gag gtg cag ctg cag gcg tct gqg ggg ggc ttg gtg gaa cct ggg ggg 
Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Glu Pro Gly Gly 
15 10 15 



cgt aca tgg aga gac tat tgg ggc cag ggg acc cag gtc acg tct cct 
Arg Thr Trp Arg Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr ser pro 
100 105 110 

cca gcg gcc gca cat cat cat cac cat cac ggg gcc gca gaa caa 
Pro Ala Ala Ala His His His His His His Gly Ala Ala Glu Gin 
115 120 125 

<210> 29 
<211> 127 
<212> PRT 



48 



tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gaa age ate tgg gtc aat gta 96 

Ser Leu Arg Leu Ser cys Ala Ala Ser Glu Ser lie Trp val Asn val 
20 25 30 

atg gac tgg tac cgc cag get cca ggg aag cag cgc gag ttg gtc gca 144 

Met Asp Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu Val Ala 

35 40 45 

get att act cgt got got gtc aca aac tat gca gac tec gtg aag ggc 192 

Ala lie Thr Arg Gly Gly val Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val Lys Gly 
50 55 60 

cga ttc acc ate tec aga gac aac gcc aag aac atg atg ttc ctg caa 240 

Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Met Met Phe Leu Gin 

65 70 75 80 

atg cac age ctg eta cct gag gac acg gcc gtc tat tat tgc cat gcg 288 

Met His ser Leu Leu Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys His Ala 

85 90 95 



336 



381 
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0226-1O5-5EQ.ST25 



<213> camelidae 



<400> 29 

Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu Val Glu Pro Gly Gly 
15 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Ser lie Trp Val Asn val 
20 25 30 

Met Asp Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu val Ala 
35 40 45 

Ala lie Thr Arg Gly Gly val Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly 
50 55 60 



Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Met Met Phe Leu Gin 
65 70 75 80 

Met His Ser Leu Leu Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr tyr Cys His Ala 
85 90 95 

Arg Thr Trp Arg Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr Ser Pro 
100 105 110 

Pro Ala Ala Ala His His His His His His Gly Ala Ala Glu Gin 
115 120 125 



<210> 30 

<211> 357 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(357) 

<223> 



<400> 30 

gag gtg cag ctg cag gcg tct ggg gqa ggc ttg gtq cag cct ggg gqg 48 

Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 
15 10 15 

tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gca age ate ttc agt ate gat 96 
Ser Leu Arg Leu ser Cys Ala Ala Ser Ala Ser lie Phe Ser lie Asp 
20 25 30 

ggc atg ggc tgg tac cge cag get cca gga aag cag cgc gag ttg gtc 144 
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0226-105-5EQ.ST25 
Gly Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu val 
35 40 45 



gca ggt att act agt ggt ggt age aca aac tat gca gac tec gtg aag 
Ala Gly lie Thr sen Gly Gly sen Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val Lys 
50 55 60 



192 



gqc cga ttc acc ate tec aga gac aac gee aag aac atg atg ttc ctg 240 
Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Met Met Phe Leu 
65 70 75 80 

caa atg cgc age ctg eta ect gag aac acg gee gtc tat tac tgt eat 288 
Gin Met Arg Ser Leu Leu Pro Glu Asn Thr Ala Val Tyr Tyr Cys His 
85 90 95 

gcg cgt aca tgg aga gac tat tgg ggc cag ggg ace cag gtc acc gtc 336 
Ala Arg Thr Trp Arg Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val 
100 105 110 

tec tea gcg gee gca eat eat 357 
Ser Ser Ala Ala Ala His His 
115 

<210> 31 

<211> 119 

<212> PRT 

<213> camelidae 



<400> 31 

Glu val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 
15 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Ala Ser lie Phe Ser lie Asp 
20 25 30 

Gly Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu val 
35 40 45 

Ala Gly lie Thr Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Met Met Phe Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Arg ser Leu Leu Pro Glu Asn Thr Ala val Tyr Tyr cys His 
85 90 95 

Ala Arg Thr Trp Arg Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr Val 
100 105 110 

Ser ser Ala Ala Ala His His 
115 
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0226-105-5EQ.5T25 

<210> 32 
<211> 348 
<212> DMA 
<213> camelidae 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(348) 

<223> 



<400> 32 



gag gtg cag ctg cag gcg tct gqg gga gga ttg gtg cag acc gqg ggc 
Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Giy Gly Leu val Gin Thr Gly Gly 



10 15 



48 



tct ctg aga etc tec tgt gta gee tct gga cgc acc ttc age age tac 96 
Ser Leu Arg Leu ser Cys val Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Ser Tyr 
20 25 30 

gcc atg ggc tgg ttc cgc cag get cca gqg aag gag cga gag ttt gta 144 
Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe val 
35 40 45 

gca get gtt age cag agt got gtt cgt aca aac tat gca gac tec gtg 192 
Ala Ala val Ser Gin ser Gly val Arg Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val 
50 55 60 

aag ggc cga ttc ace ate tec aga gac aac gee aag ttc acg gtg tat 240 
Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Phe Thr Val Tyr 
65 70 75 80 

ctg caa acg aac age ctg aaa cet gag gae acg gcc ctt tat tac tgt 288 
Leu Gin Thr Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

gca gcc act acg aaa ccc ttt ttg gqg gta cga atg ttt caa cca gag 336 
Ala Ala Thr Thr Lys Pro Phe Leu Gly val Arg Met Phe Gin Pro Glu 
100 105 110 

tac tgg ggc cag 348 
Tyr Trp Gly Gin 

115 

<210> 33 

<211> 116 

<212> PRT 

<213> camelidae 



<400> 33 

Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Thr Gly Gly 
15 10 15 
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0226-105-5EQ.ST2S 

Ser Leu Arg Leu Sen Cys val Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Sen Tyr 
20 25 30 

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe val 
35 40 45 

Ala Ala val Ser Gin Ser Gly val Arg Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr lie ser Arg Asp Asn Ala Lys Phe Thr val Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Thr Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Ala Thr Thr Lys Pro Phe Leu Gly Val Arg Met Phe Gin Pro Glu 
100 105 110 

Tyr Trp Gly Gin 
115 

<210> 34 

<211> 360 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(360) 

<223> 



<400> 34 

gat gtc cag ctg cag gcg tct gga gga gqc ttg gtg cag cct gqg gqg 
Asp val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 



10 15 



48 



tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gga age ate ttc agt aac cat 96 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser lie Phe Ser Asn His 

20 25 30 

gcc atg ggc tgg tac cgc cag cct cca gqg aag cag cgc gag ttc gtc 144 

Ala Met Gly Trp Tyr Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gin Arg Glu Phe Val 

35 40 45 

gca aat att ttt agt ggc ggt cgc ata aac tat gca gae ttc gtg aag 192 

Ala Asn lie Phe Ser Gly Gly Arg lie Asn Tyr Ala Asp Phe val Lys 

50 55 60 

ggc cga ttc aec ate tec aga gae aac gcc aag aat acg gtg tat ctg 240 
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0226-105-SEQ.ST25 
Gly Arg Phe Thr l1e Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr Leu 
65 70 75 80 

caa atg aac aaa ctg aaa cct gag gac acg gcc gtc tat ccc tgt aat 288 
Gin Met Asn Lys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Pro Cys Asn 
85 90 95 

gcg tgg agg tta gqt tat gac tat tgg ggc cag ggg acc cag gtc acc 336 
Ala Trp Arg Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr 
100 105 110 

gtc tec tea gcg gcc gca cat cat 360 
val ser ser Ala Ala Ala His His 
115 120 

<210> 35 

<211> 120 

<212> PRT 

<213> camel idae 



<400> 35 

Asp val Gin Leu Gin Ala ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ser Gly Ser lie Phe Ser Asn His 
20 25 30 

Ala Met Gly Trp Tyr Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gin Arg Glu Phe val 
35 40 45 

Ala Asn ile Phe Ser Gly Gly Arg lie Asn Tyr Ala Asp Phe val Lys 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Asn Lys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Pro Cys Asn 
85 90 95 

Ala Trp Arg Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr 
100 105 110 

val ser Ser Ala Ala Ala His His 
115 120 



<210> 36 

<211> 357 

<212> DNA 

<213> camel idae 
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0226-105-SEQ.ST25 

<220> 

<221> CDS 

<222> C1)..(3S7) 

<223> 



<400> 36 

gat gtg cag ctg cag gcg tct gqg gga ggc ttg gtq cag cct gag gqg 

ASP vaT Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 

15 10 15 

tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gga ate gtc ttc aga gtc agt 
Ser Leu Arq Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly lie Val Phe Arg val Ser 
20 25 30 



ggc cga ttc acc ate tac aga gac aac gcc aag aac acg gtg tat ctg 
Glv Arq Phe Thr lie Tyr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr Leu 
65 70 75 80 



gca aat aca gga etc cgt acc ctt teg ttc tgg ggc cag gqg acc cag 
Ala Asn Thr Gly Leu Arg Thr Leu Ser Phe Trp Gly Gin Gly Thr Gin 





115 


<210> 


37 


<211> 


119 


<212> 


PRT 


<213> 


camel idae 


<400> 


37 



Asp Val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly 
1 5 10 15 

ser Leu Arg Leu ser cys Ala Ala Ser Gly lie val Phe Arg val Ser 
20 25 30 

Thr Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu val 
35 40 45 
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48 



96 



acc atg ggc tgg tae cge eag get cea ggg aag cag cge gag ttg gtc 144 

Thr Met Gly Trp Tyr Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gin Arg Glu Leu val 
35 40 45 

gca act att tct agt ggt got agt aca aac tat gca gac tec gtq aag 192 

Ala Thr lie Ser Ser Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val Lys 
50 55 60 



240 



caa atg aac age ctg aaa cct gag gac acg gcc gtc tat tac tgt aat 288 
Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Asn 
85 90 95 



336 



gtc ace gtc tec tea gcg gee 357 
val Thr val Ser Ser Ala Ala 





wo 2004/044204 



PCT/FR2003/003319 



0226-105-SEQ.5T25 



Ala Thr lie Ser sen Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val Lys 
50 55 60 



Gly Arg Phe Thr lie Tyr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu 
65 70 75 80 



Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Asn 
85 90 95 



Ala Asn Thr Gly Leu Arg Thr Leu Ser Phe Trp Gly Gin Gly Thr Gin 
100 105 110 



val Thr val Ser Ser Ala Ala 
115 



<210> 38 

<211> 396 

<212> DNA 

<213> camelidae 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(396) 

<223> 



<400> 38 

gag gtg cag ctg cag gcg tct ggg gga gqa ttg gtg cag get ggg ggc 

Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gaa cgc acc ttc agt aac get 
ser Leu Arg Leu Ser cys Ala Ala Ser Glu Arg Thr Phe Ser Asn Ala 



cgc atg gcc tgg ttc cgc cag get eca gga cag gag cgt gag ttt gta 

Arg Met Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Gin Glu Arg Glu Phe val 

35 40 45 

gcg get att age tgg agt ggt act acc acg aac tat gca gac tec gtg 

Ala Ala lie Ser Trp ser Gly Thr Thr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser val 



aag ggc cga ttc ace ate tee aga gae aac gcc aag aat acg gtg tat 

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr 
65 70 75 80 

ctg caa atg aac age etg aag ect gag gac acg gee gtt tat tac tgc 

Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr cys 

85 90 95 

gea gca gat ggt tec tgg egg gga gte tge aac aat gtg tat gae tac 



48 
96 
144 
192 
240 
288 
336 
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wo 2004/044204 PCT/FR2003/0033 1 9 

0225-105-SEQ.ST25 
Ala Ala Asp Gly Ser Trp Arg Gly val Cys Asn Asn val Tyr Asp Tyr 
100 105 110 



tgg ggc cag ggg acc cag gtc acc gtc tec tea gcg gcc gca cat cat 
Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr Val Ser Ser Ala Ala Ala His His 
115 120 125 



384 



cat cac cat cac 396 
His His His His 
130 

<210> 39 

<211> 132 

<212> PRT 

<213> camel idae 

<400> 39 

Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly 
15 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Glu Arg Thr Phe Ser Asn Ala 
20 25 30 

Arg Met Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Gin Glu Arg Glu Phe val 
35 40 45 

Ala Ala lie Ser Trp Ser Gly Thr Thr Thr Asn Tyr Ala Asp ser val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Ala Asp Gly Ser Trp Arg Gly Val Cys Asn Asn val Tyr Asp Tyr 
100 105 110 

Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr val Ser Ser Ala Ala Ala His His 
115 120 125 

His His His His 
130 

<210> 40 

<211> 366 

<212> DNA 

<213> camelidae 
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wo 2004/044204 PCT/FR2003/003319 

0226-105-SEQ.ST25 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..C366) 

<223> 



<400> 40 



tgg ggc cag ggg acc cag gtc acc gtc tec 
Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr val ser 
115 120 



<210> 


41 


<211> 


122 


<212> 


PRT 


<213> 


camel idae 


<400> 


41 



Glu val Gln Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Thr Leu ser ser Tyr 
20 25 30 

val Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu lie val 
35 40 45 

Paqe 25 



48 



96 



144 



gag gtg cag ctg cag gcg tct gga gqa gga ttg gtq cag get ggg ggc 

Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gga ggc acc ttg agt age tat 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Gly Thr Leu Ser ser Tyr 
20 . 25 30 

gtc atg ggc tgg ttc cgc cag get eca ggg aag gag egt gag att gta 

Val Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu lie val 

35 40 45 

gca get att agg tct agt ggt age gca tgg tat gca gae tec gtq cag 192 

Ala Ala lie Arg ser Ser Gly Ser Ala Trp Tyr Ala Asp Ser val Gin 
50 55 60 

ggc cga ttc acc ate tec aga gae ggc gee agg aac aeg gtg tat ctg 240 

Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Gly Ala Arg Asn Thr val Tyr Leu 
65 70 75 80 

caa atg aac age ctg aaa cct gag gae aeg gee gtt tac tac tgt gca 288 

Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

gca aag aaa gga att aeg gtc ttt act egt gae teg teg tat gae tac 336 
Ala Lys Lys Gly lie Thr val Phe Thr Arg Asp ser Ser Tyr Asp Tyr 
100 105 110 



366 



wo 2004/044204 PCT/FR2003/003319 

0226-105-SEQ-ST25 

Ala Ala lie Arg Ser ser Gly Ser Ala Trp Tyr Ala Asp ser val Gin 
50 55 60 

Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Gly Ala Arg Asn Thr val Tyr Leu 
65 70 75 80 

Gin Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 
85 90 95 

Ala Lys Lys Gly lie Thr val Phe Thr Arg Asp Ser Ser Tyr Asp Tyr 
100 105 110 

Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr val Ser 
115 120 

<210> 42 

<211> 384 

<212> DNA 

<213> camelidae 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(384) 

<223> 



<400> 42 

cgt gtc cag ctg cag gcg tct gga gqa gga ttg gtq cag get ggg ggc 

Arg val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly Gly 
15 10 15 



48 



tea ctg aga etc tec tgt gea gee tct gqa cge aeg etc agt agt tat 96 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Leu ser Ser Tyr 
20 25 30 

gee atg gqc tgg ttc cge cag get cca ggg aag gat cgt gag ttt gta 144 

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Asp Arg Glu Phe Val 

35 40 45 

gea get att age tgg agt ggt act agg aca teg tat gcg gae tec gtq 192 

Ala Ala lie Ser Trp Ser Gly Thr Arg Thr Ser Tyr Ala Asp Ser val 
50 55 60 

3ag gqc cga ttc ace ate tec aga gae aae gee aag aac aeg gta tat 240 

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr 

65 70 75 80 

ctg caa atg aac age ctg aaa ccc gag gae aeg gee gtt tat tac tgt 288 

Leu Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

gcg atg cgt tea atg cgt tec aac etc tat ace gtc tat gag gee ceg 336 
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0226-105-SEQ.ST25 

Ala Met Arg Ser Met Arg ser Asn Leu Tyr Thr val Tyr gIu Ala Pro 
100 105 110 

cat gac tat gac tac tgg gqc cag ggg acc cag gtc acc gtc tec tea 384 

His Asp Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val Ser Ser 

115 120 125 



<210> 


43 


<211> 


128 


<212> 


PRT 


<213> 


camel idae 


<400> 


43 



Arg val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Ala Gly Gly 
1 5 10 15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Leu Ser Ser Tvr 
20 25 30 

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Asp Arg Glu Phe val 
35 40 45 

Ala Ala He Ser Trp Ser Gly Thr Arg Thr Ser Tyr Ala Asp Ser val 
50 55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Met Asn ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr cvs 
85 90 95 

Ala Met Arg ser Met Arg ser Asn Leu Tyr Thr val Tyr Glu Ala Pro 
100 105 110 

His Asp Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin val Thr Val Ser Ser 
115 120 125 

<210> 44 

<211> 357 

<212> DNA 

<213> camel idae 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1). .(357) 
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<223> 



WO 2004/044204 PCT/FR2003/003319 

0226-1O5-SEQ.ST25 



<400> 44 

gag gtg cag ctg cag gcg tct ggg gga gqa ttg gtg cag act aaa one 4R 
Glu va? Gin Leu Gin Ma Ser gfy cty cty Leu Va? Gin Ala G?y G?y 

15 

tct ctg aga etc gcc tgt gcg gcc tct gga cgc acc ttc agq aqc tat Qfi 
ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser GTy Arg Thr Phe Arg sir Jyr 





115 


<210> 


45 


<211> 


119 


<212> 


PRT 


<213> 


camel idae 


<400> 


45 



Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Ala Gly Gly 

ser Leu Arg Leu Ala Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Arg ser Tyr 

25 30 

Ala Met Gly Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly val 

40 45 

ser cys He Ser Ser Asn Asp Gly ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val 

55 60 

Lys Gly Arg Phe Thr lie ser Arg Asp Asn Ala Glu Asn Thr Met Tyr 
^5 70 75 80 
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144 



20 - 25 ' ^55"-^^' ""^^ 

fil l^^ ^^"^ 9Ct cca gga aag gag cgc gag ggg qtc 

Ala Met GTy Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu GTy val 
j-> 40 45 

tea tgt att agt agt aat gat ggt age aca tat tat gca gac tec ata ig? 
ser Cys He Ser Ser Asn Asp cTy Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp ser va? 

55 60 

?w? ^9a gae aat gcc gaa aac acq atq tat 240 

Lys GTy Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Glu Asn Thr Me? Tyr 
70 75 80 

ctg caa atg aac ggc ctg aaa cct gag gae acq qcc qtt tat tac tar pra 
Leu Gin Met Asn dy Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala ?al rlr cys 
85 90 95 

get tea gca aaa tgg tat agt gga cgt ttc tac egg agt gcc qcq qat 3^6 
Ala ser Ala Lys Trp Tyr Ser cTy Arg Phe Tyr Arg sir Ala All Hp 
-LOU 105 110 

gat tgt gcc cct tac gag tat ,r-, 

ASD CV5 AIpi Prn Twr nitt Tx^r* J->' 



wo 2004/044204 PCT/FR2003/003319 

0226-105-SEQ.ST25 

Leu Gin Met Asn Gly Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Ser Ala Lys Trp Tyr Ser Gly Arg Phe Tyr Arg Ser Ala Ala Asp 
100 105 110 

Asp Cys Ala Pro Tyr Glu Tyr 
115 

<210> 46 
<211> 354 
<212> DNA 

<213> camel idae 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(354) 

<223> 



<400> 46 

tgt gag ctg cag gcg tct gqg gqa gqc ttg gtg cag cct ggg gqg tct 48 

Cys Glu Leu Gin Ala ser Giy Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly Ser 

15 10 15 

ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gqa age ate tte agt aac cat gee 96 

Leu Arg Leu ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser lie Phe Ser Asn His Ala 
20 25 30 

atg gqc tgg tac cge cag cct cea gqg aag cag cge gag tte gtc gca 144 

Met Gly Trp Tyr Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gin Arg Glu Phe Val Ala 

35 40 45 

aat att ttt agt gqc gqt cge ata aac tat gca gac tte gtg aag gqc 192 

Asn lie Phe Ser Gly Gly Arg lie Asn Tyr Ala Asp Phe val Lys Gly 
50 55 60 

cga tte acc ate tec aga gac aac gcc aag aac acg gtg tat ctg caa 240 

Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr Leu Gin 
65 70 75 80 

atg aac aaa ctg aaa cct gag gac acg gcc gtc tat etc tgt aat gcg 288 

Met Asn Lys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala val Tyr Leu Cys Asn Ala 

85 90 95 



tgg agg tta gqt tat gac tac tgg ggc cag gqg acc cag gtc acc gtc 
Trp Arg Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val 
100 105 110 



336 



tec tea gcg gcc gca cat 354 
Ser Ser Ala Ala Ala His 
115 
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wo 2004/044204 PCT/FR2003/003319 
<210> 47 0226-1O5-SEQ.ST25 
<211> 118 
<212> PRT 
<213> camelidae 

<400> 47 

Cys Glu Leu Gin Ala Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly Ser 

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser He Phe Ser Asn His Ala 
^0 25 30 

Met Gly Trp Tyr Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gin Arg Glu Phe val Ala 
^5 40 45 

Asn lie Phe Ser Gly Gly Arg He Asn Tyr Ala Asp Phe val Lys Glv 

55 60 

Arg Phe Thr Tie Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Tyr Leu Gin 
70 75 3Q 

Met Asn Lys Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Leu cys Asn Ala 
85 90 95 

Trp Arg Leu Gly Tyr Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr Val 
100 105 110 

Ser Ser Ala Ala Ala His 
115 

<210> 48 
<211> 375 
<212> DMA 

<213> camelidae 
<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(375) 

<223> 



<400> 48 

gag gtg cag ctg cag gcg tct ggg gga gqa ttg ctg cag get ggg qac 48 
Glu vaT Gin Leu Gin Ala Ser GTy cTy cTy Leu Le3 Gin Ala Gly Asp 
-L 5 10 15 
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0226-105-5EQ.ST25 



tct ctg aga etc tec tgt gca gcc tct gga cgc acc ttc aqt aca tP^r 
Ser Leu Arg Leu Ser cys Ma Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Thr Tyr 

25 30 



75 80 





115 


<210> 


49 


<211> 


125 


<212> 


PRT 


<213> 


camel idae 


<400> 


49 



120 



125 



Glu val Gin Leu Gin Ala Ser Gly Gly cly Leu Leu Gin Ala Gly Asp 
^ 10 15 

ser Leu Arg Leu ser cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Phe Ser Thr Tyr 

25 30 

Asn Met Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val 



45 



Ala Ala He Thr Trp ser Gly Gly Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val Lys 

55 60 

Gly Arg Phe Thr He Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val Ser Leu 
70 75 go 

Gin Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr cvs Thr 
85 90 95 

Arg ser Arg Arg Ala Ser Tyr Phe Gly Asp Pro Thr Asp Phe Arg ser 
J.UU 105 110 
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96 



144 



A?^ tl2 l^^ cag get cca gqg aag gag cgt gaq ctt ata 

Asn Met Ala Trp Phe Arg Gin Ala Pro cTy Lys Glu Arg Glu Leu val 

40 45 

AlA ill ?if Th^ 9ga got aca tac tat gca gac tec gtg aaq 19? 

Ala Ala He Thr Trp ser Gjy Gly Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val LyI 



r?5 i^f, Ih 9ac aac gcc aag aac acg gta tct cto ?40 

GTy Arg Phe Thr He ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr val ser Leu 



S^? Hi Ifr tVs '.'rl Hi t^l ^ril ^1 lh^? 

90 95 

cga teg egg cgt get agt tac ttc ggg gac cce act aac ttt rnt trr 

Arg ser Arg Arg Ala Ser Tyr Phe || Lp Pro Th^ ^sp Phe Ifg ser 



375 





wo 2004/044204 



PCT/FR2003/003319 



0226-105-SEQ.ST25 
Trp Gly Gin Gly Thr Gin Val Thr val sen Ser Ala Ala 



<210> 50 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: amorce 

<400> 50 

caggaaacag ctatgacc 

<210> 51 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 



<223> Description de la sequence artificielle: amorce 
<400> 51 

ctcttctgag atgagttttt g 



115 



120 



125 



<220> 
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page 12 -page 13 
page 36 -page 43 

MARTIN F ET AL: "Affinity selection of a 
camel ized VH domain antibody Inhibitor of 
hepatitis C virus NS3 protease" 
PROTEIN ENGINEERING, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, GB, 

vol. 10, no. 5, May 1997 (1997-05), pages 
607-614, XP002117441 
ISSN: 0269-2139 
the whole document 

-/- 
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Ctelion of document. «yilh indication, where apprapnale, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


ARBABI GHAHROUDI M ET AL: "Selection and 
identification of single domain antibody 
fragments from camel heavy-chain 
antibodies" 

FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL, 
vol. 414, no. 3, 

15 September 1997 (1997-09-15), pages 
521-526, XP004261105 
ISSN: 0014-5793 
the whole document 






A 


MUYLDERMANS S: "Single domain camel 

antibodies: current status." 

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY. NETHERLANDS JUN 

2001, 

vol. /4, no. 4, June zooi (ZOOl-Oo;, pages 

277-302, XP002236934 

ISSN: 0168-1656 

cited In the application 

page 286, left-hand column, paragraph 3 

-page 290, right-hand column, paragraph 1; 

figure 5; table 1 






A 


WO 00/72880 A (SCHENK DALE B ;YEDN0CK TED 
(US); BARD FREDERIQUE (US); NEURALAB LT) 
7 December 2000 (2000-12-07) 
page 68 -page 69 




1.12-18 


A 


WO 01/62801 A (VASQUEZ MAXIHILIANO ;BALES 
KELLY R (US); PAUL STEVEN M (US); DEHAT) 
30 August 2001 (2001-08-30) 
example 2 




1,12-18 


A 


BARD F ET AL: "Peripherally administered 
antibodies against amyloid beta- peptide 
enter the central nervous system and 
reduce pathology in a mouse model of 
Alzheimer disease" 

NATURE MEDICINE, NATURE PUBLISHING, CO, 
US, 

vol. 6, no. 8, August 2000 (2000-08), 
pages 916-919, XP002154518 
ISSN: 1078-8956 
cited in the application 
table 1 
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A 


FRENKEL D ET AL: "MODULATION OF 
ALZHEIMER'S BETA-AMYLOID NEUROTOXICITY BY 
SITE-DIRECTED SINGLE-CHAIN ANTIBODY" 
NEUROIMMUNOMODULATION, KARGER, BASEL,, CH, 
vol. 6, no. 6, November 1999 (1999-11), 
page 444 XP008000881 
ISSN: 1021-7401 
abstract 

-/-- 
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Relevant to claim No. 



DUMOULIN M ET AL: "A single-domain 
antibody fragment that stabilises the 
native state of two aniyloidogenlc lysozyme 
variants and hence prevents aggregation." 
BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS, 
vol. 30, no. 3, 2002, page A93 XP002236935 
676th Meeting of the Biochemical 
Society; Edinburgh, UK; April 08-10, 2002 
ISSN: 0300-5127 
abstract 

SOLOMON B: "Immunotherapeutic strategies 

for prevention and treatment of 

Alzheimer's disease." 

DNA AND CELL BIOLOGY. UNITED STATES NOV 

2001, 

vol. 20, no. 11, November 2001 (2001-11), 
pages 697-703, XP002236936 
ISSN: 1044-5498 

page 701, left-hand column, paragraph 4 
-page 702, left-hand column, paragraph 1 
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This international searchreporthasnot beenestablishediarespect of certain claims under Article 17(2)(a) forthefollowingTeasons: 
1. I 1 Claims Nos.: 

' — ' because they relate to subject mattea: not required to be searched by this Authority, namely: 



2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to sudi 
an extent that no meaningful international search can be earned out, specifically: 



3. I I Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a). 



Box n Observations where unity of Invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This InteniatiQnal Searching Authority found multiple hrventions in this international application, as follows: 



see supplementary sheet 



1 . I x As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims . 

2. [ I As all searchable claims could be searched without effortjustifying an additional fee, this Authority didnot invite payment 

of any addxtianal fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were tbnely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees weare paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



intemational search report is 



R<»nark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

I J No protest accompanied the payment of additional search fees . 
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in this intemational application, as follows: 



1. claims: 1 (partially), 19-36 



Use of single-chain camel antibodies to pathogens that do not secrete 
toxins or do not contain HCV protease NS3 for detecting said 
pathogen; variable fragment of single-chain camel antibodies to 
pathogens that do not secrete toxins and can bind to a bacterial wall 
adhesion molecule, particularly phosphorylcholine; cDNA coding for 
a fragment of this kind; vectors and host cells, and compositions 
containing said cDNA and/or vaiiable fragment; and uses of said 
fragments and cDNA. 



2. claims: 1 (partially), 12-18 



Use of single-chain camel antibodies to beta-amyloid peptide 1 -42 for 
detecting a disease including deposits of an insoluble amyloid 
substance; variable fragment of single-chain camel antibodies to beta- 
amyloid peptide 1-42; cDNA and cDNA library coding for a fragment 
of this kind; vectors and host cells, and compositions containing said 
cDNA and/or variable fragment; and uses of said fragments and 
cDNA. 
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A. CLASSEWIENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 C07K14747 C07K16/18 G01N33/68 A61K39/395 A61P25/28 



Sslon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la cbssiftcation nationals et la CIB 



a DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consuQ^e (^st&nne de classllication sutvi des symbotes de classement) 

CIB 7 C07K 



Documentation consults autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents rel&venl des domaines sur lesquels a ports la recherche 



Base de donnSes electronlque consull^e au cours de la recherche intematlonale (nom de la base de donndes. et si r^alisabie, termes de recherche utilise) 

EPO-Internal, MEDLINE, BIOSIS, WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data, SCISEARCH 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERDNErfTS 



CategoTte ** identification des documents cites, avec, le cas echSant, r Indication des passages pertinents 



no. des revendicatlons visfies 



VAN DER LINDEN R ET AL: "Induction of 
immune responses and molecular cloning of 
the heavy chain antibody repertoire of 
Lama glama" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V. , AMSTERDAM, NL, 
vol. 240, no. 1-2, juin 2000 (2000-06), 
pages 185-195, XP004201577 
ISSN: 0022-1759 

page 186, colonne de droite, alinea 1 
page 188, colonne de droite, alinea 2 
-page 191, colonne de droite, alinea 3; 
figure 3; tableau 2 

-/- 



1,19,22, 

23,27, 

30,31,34 



1^ Voir la suite du cadre C pour la fin de la lisle des documents 



Les documents de families de brevets sent tndiquSs en annexe 



* Caldgories sp^ci^es de documents cit^s: 

'A' document d^finissant f'^lat gdn^r^ de la technique, no*i 

conslddrd comme partlcull^rement perttnenl 
'E' document ant^rleur, mats pubti6 d la dale de d^pOt international 

ou aprds cette date 

'L* document pouvant Jeter un doute sur una revendicatton de 
priorftg ou c\t& pour determiner la date de put>ltcal1on d'une 
autre citation ou pour une ralson speciale (telle qu1ndiqu6e) 

*0* document 86 r^f^rant & une divulgation orale, £t un usage, d 
une exposition ou tous autres moyens 

*P* docunienl public avant la date de d^pdt International, mats 
post^rieurement d la date de priority revendiqu^e 



'T* document ult^rieur publld apr^s la date de ddpdt tntemallonal ou la 
date de prloritd et n'appartenenant pas h f^tal de ta 
technique pertinent, mals dtd pour comprendre le prIncipe 
ou la throne constituant ta base de Hnvention 

*X' document particuli&rement pertinent; rinven tien revencfiqu^e ne peut 
£tre consid^r^ comme nouvetle ou comme Imptlquant une activity 
inventive par rapport au document consid^rd tsol^menl 

'Y' document partlculi&remeni pertinent; Tinven tion revendlqufie 
no peut filre consW^rde comme impDquant une adivltd Inventive 
lorsque le document est assoctd h un ou plusleurs autres 
documents de irigme nature, cette combtnalson §tant dvldente 
pour une personne du metier 
document qui fail partie de ta m6me (amllle de brevets 



Date h laquelle la recherche Internationale a ^t^ effectivement achev^ 



7 juillet 2004 



Date d'exp^dHion du present rapport de recherche intemationale 



2 7 0 7 2004 



Nom et adresse postaie de radmlntstratlon charges de ta recherche internationale 
Office Europden des Brevets, P.B. 5816 Patenllaan 2 
NL-2280HVRiiswijk 
Tel (+31-70) 340-204a Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70)340-3016 



Fonctlonnaire autorisd 



Steffen, P 
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D^^|de Internationale No 

pW/n 03/03319 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES C0^8ME PERTINENTS 



Categorle * Identification des documents e\t&3, ovec, fe eas dchSant, I'indlcatron des passages pertinents 



no. des revendtcatlons vtsSes 



EP 0 954 978 A (UNILEVER PLC ; UNILEVER NV 
(NL)) 10 novembre 1999 (1999-11-10) 



exemples 1,2,8 

WO 00/65057 A (UNILEVER PLC ; LEVER 
HINDUSTAN LTD (IN); UNILEVER NV (NL)) 
2 novembre 2000 (2000-11-02) 
page 8, Hgne 25 -page 9, ligne 1; 
exempTes 1,2 

DAVIES 3 ET AL: "Affinity Improvement of 
single antibody VH domains: residues in 
all three hypervariable regions affect 
antigen binding" 

IMMUNOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS BV, NL, 
vol. 2, no. 3, 

1 septembre 1996 (1996-09-01), pages 
169-179, XP004070292 
ISSN: 1380-2933 

page 171 -page 175; tableaux 1,2 

HAMERS-CASTERMAH C ET AL: "NATURALLY 
OCCURRING ANTIBODIES DEVOID OF LIGHT 
CHAINS" 

NATURE, MACMILLAN JOURNALS LTD. LONDON, 
GB, 

vol. 363, 3 juin 1993 (1993-06-03), pages 
446-448, XP002048619 
ISSN: 0028-0836 

page 446 -page 448; figures 1,2 

WO 03/062415 A (DEKKER SYLVIA ;DRABEK 
DUBRAVKA (NL); ERASMUS UNIVERSITY (NL); 
GROS) 31 julllet 2003 (2003-07-31) 
page 12 -page 13 
page 36 -page 43 

MARTIN F ET AL: "Affinity selection of a 
camel i zed VH domain antibody inhibitor of 
hepatitis C virus NS3 protease" 
PROTEIN ENGINEERING, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, GB, 

vol. 10, no. 5, mai 1997 (1997-05), pages 

607-614, XP002117441 

ISSN: 0269-2139 

le document en entier 

-/-- 



1,19,22, 
23, 

25-27, 
30,31,34 



1,19,22, 

23,26, 

27,30 



1,19,22, 
23,25,26 



1,30 
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De^kade Intemattonale No 
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C.<sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PEHmNENTS 



Categorle ° Identification des documents cit^e, avec, le cas ech^ant, {'Indication des passages pertinents 



no. des revendicatlons visdes 



ARBABI GHAHROUDI M ET AL: "Selection and 
identification of single domain antibody 
fragments from camel heavy-chain 
antibodies" 

FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL, 
vol. 414, no. 3, 

15 septembre 1997 (1997-09-15), pages 

521-526, XP004261105 

ISSN: 0014-5793 

le document en entier 



MUYLDERMANS S: "Single domain camel 

antibodies: current status." 

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY. NETHERLANDS JUM 

2001, 

vol, 74, no. 4, juin 2001 (2001-06), pages 

277-302, XP002236934 

ISSN: 0168-1656 

cite dans la demande 

page 286, colonne de gauche, allnea 3 

-page 290, colonne de droite, alinea 1; 

figure 5; tableau 1 

WO 00/72880 A (SCHENK DALE B ;YEDN0CK TED 
(US); BARD FREDERIQUE (US); NEURALAB LT) 
7 decembre 2000 (2000-12-07) 
page 68 -page 69 

WO 01/62801 A (VASOUEZ MAXIMILIANO ; BALES 
KELLY R (US); PAUL STEVEN M (US); DEMAT) 
30 aoQt 2001 (2001-08-30) 
exemple 2 

BARD F ET AL: "Peripherally administered 
antibodies against amyloid beta- peptide 
enter the central nervous system and 
reduce pathology in a mouse model of 
Alzheimer disease" 

NATURE MEDICINE, NATURE PUBLISHING, CO, 
US, 

vol. 6, no. 8, aoOt 2000 (2000-08), pages 
916-919, XP002154518 
ISSN: 1078-8956 
cite dans la demande 
tableau 1 



1,12-18 



1,12-18 



1,12-18 



FRENKEL D ET AL: "MODULATION OF 
ALZHEIMER'S BETA-AMYLOID NEUROTOXICITY BY 
SITE-DIRECTED SINGLE-CHAIN ANTIBODY" 
NEUROIMHUNOMODULATION, KARGER, BASEL,, CH, 
vol. 6, no. 6, novembre 1999 (1999-11), 
page 444 XP008000881 
ISSN: 1021-7401 
abrege 

-/- 
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C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cat^orle * Identification des ctocuments cit^ avec, le cas ech^ant, {'Indication das passages p^tlnents 



no. d9S revendications vistes 



DUMOULIN M ET AL: "A single-domain 
antibody fragment that stabilises the 
native state of two amyloidogenic lysozyme 
variants and hence prevents aggregation." 
BIOCHEMICAL SOCIETY TRANSACTIONS, 
vol. 30, no. 3, 20C2, page A93 XP002236935 
676th Meeting of the Biochemical 
Society;Ed1nburgh, UK; April 08-10, 2002 
ISSN: 0300-5127 
abrege 

SOLOMON B: "Immunotherapeutic strategies 

for prevention and treatment of 

Alzheimer's disease." 

DNA AND CELL BIOLOGY. UNITED STATES NOV 

2001, 

vol. 20, no. 11, novembre 2001 (2001-11), 
pages 697-703, XP002236936 
ISSN: 1044-5498 

page 701, colonne de gauche, alinea 4 
-page 702, colonne de gauche, alinea 1 



1,12-18 
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nande intemationale n° 
PCT/FR 03/03319 



Cadre I Observations - lorsqu'il a estime qua certaines revendicattons ne pouvaient pas faire Tobjet d'une recherclijs 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a farticle 175)a), certaines revendications rfont pas fail robjet d'une recherche pour les motifs suivants: 

1. I I LesfBverKfication8n°= 

se rapportenl & un objet k Vegard duquel i'administratlon n'est pas tenue de procSder a la recherche, k, savoir: 



2. Les revendications 

se rapportent a des parties de la demande Intemationale qui ne remplissent pas sufflsamment tes conditions prescrltas pour 
qi/une recherche significative pulsse etre effectuSe. en particuller: 



3. I I l_es revendications n^ 

som des revendications d^pendantes et ne sent pas r^ig^es conformement aux dispositions de la deuxi^me et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'H y a absence d'unitd de llnventlon (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L^adminlstration chargae de la recherche internationale a trouvd plusieure inventione dans la demande internationato, a savoir: 

voir feuille supplemental re 



1 . I y I Comme toutes les taxes additlonnelles ont et^ payees dans les detals par le deposant, te present rapport de recherche 
'-^ Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d*une recherche. 



Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y prStalent ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justiflant une taxe addltlonnelle, radministratton n'a sollcite le paiement d*aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une parUe seulement des taxes additlonnelles demand^s a et§ pay^e dans les d^lais par le deposant, le present 
* — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ele payees, a savoir 
lea revendiCQttons n ^ 



4. Aucune taxe addibonnelle demand^e n*a et© pay6e dans les delals par le dSpoaant En consequence, le present rapport 
' — ' de recherche intemationale ne porte que sur rinvenllon menflonnee en premier lieu dans lee revendications; etie est 
couvorte par les revendications n ^ 



Remarque quant h la reserve [ | Les taxes additlonnelles ^talent accompagn§es dune reserve de la part du deposar t. 

I X I 1-3 paiement des taxes additlonnelles n*6tait assorti d'aucune resenre. 
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Demande intemationaie No. PCT/ FR 03/03319 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 21 0 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendications: 1 (en partie), 19-36 

Utilisation d'anticorps a chafne unique de camelides diriges 
centre des agents pathogenes ne secretant pas de toxines ou 
ne contenant pas la protease NS3 de THCV pour la detection 
du dit agent pathogene. Fragment variable d'anticorps de 
camelides a chatne unique dirige contre des agents 
pathogenes ne secretant pas de toxines et capable de se lier 
a une molecule d'adheslon de la parol bacterienne et plus 
particul1§rement la phosphorylcholine. ADNc codant pour un 
tel fragment, vecteurs et cellules botes et compositions 
contenant un tel ADNc et/ou fragment variable ainsi que 
utilisations des dits fragments et ADNc. 



2, revendications: 1 (en partie); 12-18 

Utilisation d'anticorps a chatne unique de camelides diriges 
contre le peptide beta-amyloTde 1-42 pour la detection d'une 
maladie comprenant des depots de substance amyloTdes 
insolubles. Fragment variable d'anticorps de camelides a 
chatne unique dir1g6 contre le peptide beta-amyloide 1-42. 
ADNc et banque d'ADNc codant pour un tel fragment, vecteurs 
et cellules hStes et compositions contenant un tel ADNc 
et/ou fragment variable ainsi que utilisations des dits 
fragments et ADNc. 
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